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Povzetek:

Simulirali smo tri profile pH skozi celotni gastrointestinalni trakt na osnovi in vivo
literaturnih vrednosti, pri pogojih na tesce. In vivo podatki so zajemali vrednosti pH v
odvisnosti od ¢asa nahajanja kapsule v gastrointestinalnem traktu, s pomocjo katere so merili
vrednosti pH. Simulacije profilov pH in spro$¢anja smo izvajali na preto¢nem sistemu, v
delovni ¢asi s steklenimi kroglicami, ki so simulirale gibanje v gastrointestinalnem traktu.
Vsi poskusi so se izvajali pod enakimi pogoji; volumen medija v ¢asi je bil 40 ml, medij se
je mesal s hitrostjo 50 rpm, koli¢ina steklenih kroglic je bila 25,0 g. Vzdrzevali smo
konstantno temperaturo 37 °C, pretok skozi dovodne in odvodne cevke, je bil 2 ml/min.
Tekom simulacije smo z ustrezno red¢itvijo medijev zagotavljali ustreznost pufrske
kapacitete, v tankem crevesu je bila med 4 in 8 mmol/l/ApH in v kolonu priblizno 15
mmol/l/ApH. Uspesno smo simulirali vse tri profile pH in se priblizali in vivo literaturnim
profilom. Profili pH so se med seboj razlikovali v ¢asih zadrzevanja v zelodcu in v tankem
&revesju ter v vrednostih pH. Zeleli smo preuciti vpliv razlik med profili pH na rezultate
spros¢anja. Spro$¢anje smo izvajali z uporabo dveh vrst tablet, ki so vsebovale 100 mg
natrijevega diklofenakata. Razlikovali sta se v sestavi pomoznih snovi, tablete H so
vsebovale 75% hidroksipropil metilceluloze, tablete HL pa 39,5% laktoze monohidrata in
35% hidroksipropil metilceluloze. Pri tabletah H so se pojavljale razlike med paralelkami,
saj je prihajalo do lebdenja tablete. Sprosc¢anje zdravilne ucinkovine iz tablet HL poteka v
veliko ve¢jem obsegu, Kot pri tabletah H, razlog je v razli¢ni sestavi tablete. pH medija ima
velik vpliv na spros¢anje natrijevega diklofenakata. Najmanj natrijevega diklofenakata se
sprosti v kislem, % spros¢enega narasca z visanjem vrednosti pH. Razlike med simuliranimi
profili pH vplivajo na rezultate poskusov spros¢anja. Po menjavi kislega medija z medijem
z vi§jim pH se pri profilu, kjer je simuliran daljsi cas zadrzevanja v zelodcu, natrijev
diklofenakat za¢ne sproscati kasneje kot pri profilu, kjer je simulirano kraj$e zadrzevanje v
kislem mediju. V obmocju tankega Crevesja se je sprostilo najvec natrijevega diklofenakata
pri tistem profilu, kjer so bile dosezene najvisje vrednosti pH. Padec pH v kolonu zmanjsa
hitrost spros¢anja, Se posebno pri profilu pH, kjer se doseZe najnizja vrednost pH v kolonu

In se zmanjSanje hitrosti sprosc¢anja opazi kot lom krivulje.

Kljuéne besede: profili pH skozi gastrointestinalni trakt, pufrska kapaciteta, spros¢anje
natrijevega diklofenakata, Mcllvainovi pufri.



Abstract:

We simulated three pH profiles of the entire gastrointestinal tract based on in vivo values
under fasting conditions. The in vivo data included pH values in relation to the time the
capsule was retained in the gastrointestinal tract by the means of which the pH was measured.
Simulations of the pH profile and release were performed on a flow-through system in a
beaker with glass beads that simulated the movement in the gastrointestinal tract. All
experiments were carried out under the same conditions; the volume of the media in the
beaker was 40 ml, the media was stirred at a speed of 50 rpm, the amount of glass beads was
25.0 g. A constant temperature of 37 °C was maintained, the flow through the inlet and outlet
tubes was 2 ml/min. During the simulation, the appropriate dilution of the media which were
pumped in the working vessel ensured the suitability of the buffer capacity which was
between 4 and 8 mmol/l/ApH in the small intestines and approximately 15 mmol/l/ApH in
the colon. We successfully simulated all three pH profiles and approached the in vivo profiles
described in literature. pH profiles differed from each other in retention times, in the stomach
and in the small intestine, and in pH values. We wanted to study the effect of the differences
between pH profiles on drug release results. Drug release was performed using two types of
tablets containing 100 mg diclofenac sodium. They differed in the composition of excipients;
H tablets contained 75% of hydroxypropyl methylcellulose, while HL tablets contained
39.5% of lactose monohydrate and 35% of hydroxypropyl methylcellulose. High variability
in drug release appeared for H tablets because the tablet was floating. The release of the drug
from HL tablets is greater than from tablets H, due to the different composition of the tablet.
pH of media has a strong effect on the release of diclofenac sodium. It is released the least
in an acidic environment, and the percentage of released diclofenac sodium increases by
increasing the pH value. The differences between simulated pH profiles affected the results
of the release experiments. After changing the acidic medium with a medium with a higher
pH value diclofenac sodium release occurs later in the case of the profile with a long-term
retention time in the stomach compared to the pH profile with shorter stomach retention
time In the small intestine area, the largest amount of diclofenac sodium was released in a
profile where the highest pH value was reached. The pH drop in the colon slows down the
release rate especially in the profile with the lowest pH value, where decrease in the release
rate is observed as a curve breaking.

Key words: pH profiles through the gastrointestinal tract, buffer capacity, diclofenac

sodium release, Mcllvaine buffers .



OkrajsSave

BCS — biofarmacevtska klasifikacija zdravil

CAT — ¢as prehoda v cekum (caecum arrival time)
FaSSGF — simuliran medij zelodca v pogojih na tesce
FeSSGF — simuliran medij Zelodca ob prisotnosti hrane
FaSSIF — simuliran medij tankega Crevesa v pogojih na tesce
FeSSIF — simuliran medij tankega ¢revesa ob prisotnosti hrane
FO — farmacevtska oblika

GET - cas izpraznitve zelodca (gastric emptying time)
GIT — gastrointestinalni trakt

HPMC — hidroksipropil metilceluloza

IVIVC —in vitro in vivo korelacija

MclIP — Mcilvainov pufer

SCoF — simulirana teko¢ina v kolonu

SGF — simuliran zelodéni sok

SGFsp— simuliran zelod¢ni sok, brez vsebnosti pepsina
SIF — simuliran ¢revesni sok

SIFsp — simuliran ¢revesni sok, brez vsebnosti pankreatina
PAS — povrsinsko aktivna snov

PS — pomozna snov

RSD - relativna standardna deviacija

rpm — obrati na minuto (revolutions per minute)

TC — tanko &revo

ZU — zdravilna u¢inkovina



1 Uvod

1.1 Sproscanje iz trdnih farmacevtskih oblik

Testi sproS¢anja so in vitro metode, s katerimi napovemo spros$¢anje zdravilne uéinkovine
(ZV) iz farmacevtske oblike (FO). Sproscanje se uporablja za kontrolo kakovosti, pri razvoju
zdravila za ustrezno izbrano sestavo zdravila, za oceno stabilnosti zdravila, za izvajanje in
vitro — in vivo korelacije (IVIVC).

Na razlike v profilu spros¢anja vplivajo sestava FO (vrsta in koli¢ina pomozne snovi (PS),
velikost delcev ZU, pKa ZU, izdelava FO, mehanizem spros¢anja FO) in izvedba testa

sproscanja (aparatura za spro$canje, izbira in volumen medijev, hitrost mesanja).
1.2 Mediji za sprosScanje

Z uporabo razlicnih medijev pri poskusih spros€anja Zelimo ugotoviti v kakSnem obsegu se
spros¢a ZU iz tablet pri razli¢nih pogojih. NajpreprostejSo in najenostavnejSo obliko testa
sproscanja predstavlja sproscanje, ki ima za medij uporabljeno vodo, vendar redko dobimo
z vodo rezultate, s katerim se priblizamo in vivo vrednostim. Razlog za to je v razli¢nih
vrednosti pH, volumnu, osmolarnosti, vsebnosti encimov in povrSinsko aktivnih snovi
(PAS) glede na Zelodéne in ¢revesne sokove, ki lahko imajo pomemben vpliv na potek
sproscanja. Pogosto so kot mediji za sproscanje izbrani tudi razli¢ni pufri; fosfatni, maleatni,
acetatni pufri, ki jih navaja Evropska farmakopeja, kjer je navedena njihova priprava,
vrednosti pH. [1] Pufre lahko pripravimo z razli¢nimi vrednostmi pH, njihova priprava pa je
enostavna.

Tekocine v gastrointestinalnem traktu (GIT) vsebujejo Zol¢ne soli, fosfolipide, encime,
njihova koli¢ina je odvisna od prisotnosti 0z. odsotnosti hrane znotraj GIT. S pripravo
biorelevantnih medijev je cilj se priblizati in vivo pogojem, ki se ga doseze z ustrezno izbiro

in koli¢ino sestavin, ki posnemajo teko¢ine pri in vivo pogojih. [2]

Vsaka ZU je uvrS¢ena v BCS (Biofarmacevtska klasifikacija zdravil — Biopharmaceutics

Classification Scheme) klasifikacijo, ki je predstavljena v preglednici I [3].



Preglednica |: Prikazana je BCS klasifikacija, ki deli zdravilne ucinkovine v $tiri razrede glede na njihovo topnost in
permeabilnost. [3]

BCS KLASIFIKACIJA TOPNOST
Dobro topna Slabo topna
Dobro Razred 1 Razred 2
permeabilna Dobro topna Slabo topna
PERMEABILNOST Dobro permeabilna Dobro permeabilna
Slabo Razred 3 Razred 4
permeabilna Dobro topna Slabo topna
Slabo permeabilna Slabo permeabilna

Za ZU uvrscene v skupino 1 in 3 BCS klasifikacije so priporocljivi preprosti vodni mediji
za spro$¢anje; simuliran Zelod¢ni sok (SGF) in simuliran ¢revesni sok (SIF), z encimi ali
brez vsebnosti encimov (SGFsp, SIFsp). Za tiste uc¢inkovine, ki so uvr$éene v skupino 2 in 4
BCS Klasifikacije pa so priporo¢ljivi biorelevantni mediji. Pri substancah uvr$¢enih v
skupino 2 je hitrost absorpcije odvisna od hitrosti raztapljanja, zato je zelo pomembna

pravilna izbira medijev za izvajanje in vitro testov sproséanja. [4]

1.2.1 Mediji predpisani v Evropski farmakopeji
Mediji, predpisani v farmakopeji so primerni za kontrolo kakovosti (QC), ampak niso vedno
primerni za izvedbo IVIVC, ker s temi mediji ne moremo zagotavljati poleg pogojev na tes¢e

tudi pogoje s hrano. [5]

1.2.1.1 Voda
Farmakopeja pogosto navaja vodo kot medij za sprosc¢anje ZU (amoksicilin, fenofibrat,
kofein), kljub temu, da izvajanje spro$c¢anja v vodi ne predstavlja enakih pogojev kot so v
GIT. Pri procesih spros$¢anja je voda pogosto uporabljena, vendar ni vedno primerna, ker:

- se kvaliteta vode razlikuje glede na vir vode,

- povrsinska napetost je lahko variabilna in odvisna od PS v sestavi tablete, [6]

- pH vode se lahko razlikuje, lahko pa se spremeni tekom poskusa (ob morebitnem

razpadu FO, odvisno od vrste ZU in PS), saj voda nima pufrske kapacitete oz. je ta

zelo nizka in se posledi¢no ne more upirati spremembi pH. [6,7]

1.2.1.2 Simuliran Zelod¢ni sok (SGF)

SGF simulira pH tekoc¢in v zelodcu, na tesce, saj je njegova vrednost pH 1,2. Sestavljen je
iz 80 ml 1 M HCI, 2 g NaCl, 3,2 g pepsina in prec¢is¢ene vode do 1000 ml [1]. V studijah
[8,9] navajajo povprecne vrednosti pH v Zelodcu na teS¢e v obmocju 1,5 — 1,9, kar pa se
razlikuje od zgoraj omenjene vrednosti pH 1,2. Pri ucinkovinah, ki so Sibke Kisline in
nevtralne spojine razlika v vrednostih pH nima bistvenega pomena na sproscanje, za slabo
topne Sibke baze pa lahko ima, ker se in vitro bolj poveca hitrost sproscanja kot pa se

dejansko poveca pri in vivo pogojih. [10]



1.2.1.3 Simuliran ¢revesni sok (SIF)

Simuliran ¢revesni sok je pogosto uporabljen medij za posnemanje pogojev v tankem
¢revesju (TC). Prvotna vrednost pH v mediju je bila 7,5, leta 1996 je bila vrednost
spremenjena na pH 6,8, zaradi boljsega posnemanja vrednosti pH v proksimalnem delu TC.
Kasnejse $tudije meritev vrednosti pH vzdolz TC, so pokazale, da se vrednosti pH zvisajo
v distalnih delih TC in da so vrednosti pH blizu 7,5 le v terminalnem delu TC. [10]

Medij SIF je sestavljen iz 250 ml 0,2 M KH2POs4, 77 ml 0,2 M NaOH, 10 g pankreatina in
precis€ene vode do 1000 ml [1]. Razli¢ica medija SIF je medij SlIFsp, Ki ne vsebuje

pankreatina [11].

1.2.2 Biorelevantni mediji

Z uporabo biorelevantnih medijev je cilj ¢im bolje posnemati in vivo pogoje pri in vitro
poskusih, saj je sestava biorelevantnega medija prilagojena glede na del GIT, ki se ga zeli
simulirati. Pri spro$¢anju z biorelevantnimi mediji se lahko izvaja simulacija pogojev na
teS¢e in tudi pogojev s hrano. Sestava biorelevantnih medijev se med seboj razlikuje v
naslednjih parametrih: vrsti pufrskega sistema, koli¢ini in vrsti Zol¢nih soli, prisotnosti oz.
odsotnosti produktov lipolize in encimov ter v vrednosti pH, povrSinski napetosti, pufrski

kapaciteti in osmolarnosti. [12]

1.2.2.1 Simulacija teko¢in v Zelodcu

Biorelevantni medij za simulacijo Zelodéne tekocCine v stanju na teS¢e (FaSSGF) je bil
predstavljen v Studiji [17] leta 2005. Pri primerjavi v preglednici 11, kjer se primerjajo SGF
mediji (z dodanimi razli¢énimi surfaktanti) in FaSSGF glede na in vivo vrednosti v Zelodcu,
pri pogojih na tesce je razvidno, da se FaSSGF veliko bolje pribliza in vivo vrednostim
sestave tekocin v Zelodcu. [17] Zaradi boljSega posnemanja in vivo pogojev se z uporabo
FaSSGF pri in vitro spros¢anju bolje priblizamo in vivo spro$¢anju.

Preglednica Il: Primerjava medijev za simulacijo Zelodénega soka (SGFsLs , SGFriton in FaSSGF) skupaj z in vivo podatki

0 sestavi zelodcnega soka je prikazana v spodnji preglednici. Oznaka SGFsis predstavlja simuliran Zelodcni sok z dodanim
natrijevim lavril sulfatom, oznaka SGFrriton predstavlja simuliran Zelodcni sok z dodanim TritonX-om. [17]

i SGFs.s SGFriton FaSSGF In vivo podatki
Sestava
Natrijev lavril sulfat [% m/v] 0,25 / / /
TritonX 100 [% m/v] / 0,1 / /
Pepsin [mg/ml] / / 0,1 ~0,8
Natrijev taurholat [umol/I] / / 80 ~ 80
Lecitin [pumol/l] / / 20 /
Natrijev klorid [mmol/I] 34,2 34,2 34,2 68 + 29
Povrsinska napetost [mN/m] 33,7 32,0 42,6 41,0+ 6,0
Osmolarnost [mosm/kg] 180,5+ 3,6 157,7+29 120,7+25 191 + 36
pH 1,2 1,2 1,6 14-21




1.2.2.2 Simulacija teko€in ¢revesja

V raziskavi [13] so bili leta 1998 predstavljeni biorelevantni mediji za sproscanje, ki
simulirajo pogoje v proksimalnem delu tankega ¢revesa (FaSSIF — simuliran medij tankega
Crevesa v pogojih na tes¢e in FeSSIF — simuliran medij tankega ¢revesa v pogojih s hrano).
Kompleksna sestava, drage PAS, vprasljiva stabilnost (pripravljajo se na isti dan kot
potekajo poskusi spros¢anja) so razlog za visoko ceno medijev in omejeno uporabo kot redni

medij za kontrolo kakovosti, kjer se uporabljata medija SGFsp in SIFsp. [5]

Modifikacija medija FaSSIF je bila objavljena v $tudiji, ki so jo leta 2008 objavili Jantratid
in njegovi sodelavci [14] in jo poimenovali kot FaSSIF-V2. Medij FaSSIF-V2 so
modificirali v sestavi in lastnostih, z namenom da so se $e bolj priblizali in vivo pogojem.
Sestava in lastnosti medijev FaSSIF in FaSSIF-V2 so prikazane v preglednici Ill. Kot je
razvidno iz preglednice, so bistvene razlike v nizji koncentraciji lecitina pri FaSSIF-V2, zato
je tudi razmerje med natrijevim tauroholatom in lecitinom razli¢no, fosfatni pufer je

zamenjan z maleatnim pufrom. [16]

Preglednica I11: Primerjava sestave in lastnosti med medijema FaSSIF in FaSSIF-V2 je predstavljena v spodnji
reglednici. [4,14,15]
Medij FaSSIF FaSSIF-V2 | Medij FaSSIF FaSSIF-V2
Sestava I |astnosti
Natrijev tauroholat [mmol/I] 3 3 |_Osmolarnost [mosm/kg] 270+ 10 180+ 10
Lecitin [mmol/I] 0,75 0,2 l pH 6,5 6,5
Natrijev klorid [mmol/I] 105,85 68,62 : Pufrska kapaciteta 12 10
1_[mmol/l/ApH]]
Natrijev hidroksid [mmol/I] 8,7 34,8 | Povr3inska napetost [mN/m] 54 54,3
Dinatrijev fosfat [mmol/I] 28,65 /
Maleinska kislina [mmol/I] / 19,12
Razmerje natrijev 4:1 15:1
tauroholat: lecitin

Leta 2015 so v $tudiji [16] Fuchs in njegovi sodelavci predstavili novo modifikacijo medija
FaSSIF in sicer FaSSIF-V3. Posamezne razlic¢ice FaSSIF-V3 sestavljajo razli¢ne vrste
zolénih soli  (TC-tauroholat, GC-glikoholat, TUDC-tauroursodeoksiholat, TCDC-
taurochenodeoksiholat, GCDC-glikochenedeoksiholat ). Koli¢ino lecitina so nadomestili s
produkti njegove hidrolize, lizolecitinom in natrijevim oleatom. Razli¢ice medija FaSSIF-
V3 posnemajo vrednosti pH, osmolarnost in vsebnost fosfolipidov v ¢revesnih tekoc¢inah v
stanju na tesce. V preglednici IV so predstavljene razli¢ice FaSSIF-V3, z razli¢no vsebnostjo

zol¢nih soli razli¢nih vrst in skupne lastnosti vseh razli¢ic FaSSIF-V3. [16].



Preglednica 1V: V preglednici so predstavljene razlicice FaSSIF-V3, njihova sestava in skupne lastnosti. Pomen oznak
Zolénih soli: TC-tauroholat, GC-glikoholat, TUDC-tauroursodeoksiholat, TCDC-taurochenodeoksiholat, GCDC-
glikochenedeoksiholat. [16]

SESTAVA : SKUPNE LASTNOSTI
Ime FaSSIF-V3 Zol¢ne soli Koncentracija Natrijev | Holesterol | Razmerje 91
razlifice [mM] fosfolipidov (PL): oleat (Chol) I Zol&nih soli/
Lecitin/ lizolecitin [mM] [mM] I fosfolipidov
[mM] l
FaSSIF-V3-TC TC=2,8 0,035/0,315 0,315 / I Osmolarnost 220+ 10
l mOsmol/kg
FaSSIF-V3- GC/TC=1,4/1,4 | 0,035/0,315 0,315 / i pH 6,7 £ 0,05
GC/TC ]
FaSSIF-V3-GC GC=28 0,035/0,315 0,315 / I Pufrska 5,6
! kapaciteta mmol/l/ApH
FaSSIF-V3- TC=2,8 0,0175/0,1575 0,1575 /
TC_1/2PL
FaSSIF-V3-TUDC | TUDC=2,8 0,035/0,315 0,315 /
FaSSIF-V3-TCDC | TCDC=2,8 0,035/0,315 0,315 /
FaSSIF-V3- TC/GC=1,4/1,4 | 0,035/0,315 0,315 0,2
GC/TC_Chol
FaSSIF-V3-GCDC | GCDC=2,8 0,035/0,315 0,315 /

Vrednost povrsinske napetosti je eden izmed kljuénih parametrov, ki mora ustrezati, da je
pripravljen medij biorelevanten. Vse pripravljene razli¢ice medija FaSSIF-V3 imajo
povrs§insko napetost znotraj obmoc¢ja izmerjenih in vivo vrednosti v ¢loveskem ¢revesnem
soku (28 — 46 mN/m). Razli¢ice medija FaSSIF-V3, ki jih sestavlja tauroholat ali glikoholat
ali kombinacija obeh v razmerju 1:1, imajo povrSinsko napetost 33 — 34 mN/m in se najbolj
priblizajo povpreéni vrednosti povriinske napetosti Gloveskega ¢revesnega soka. Zoléni
kislini tauroholat in glikoholat sta bili izbrani za pripravo razli¢ice medija FaSSIF-V3, z
dodanim holesterolom — FaSSIF-V3-GC/TC_Chol. Vrednost povrSinske napetosti
pripravljenega medija je bila 35 mN/m. Dodatek holesterola je namre¢ pripomogel k temu,
da se je vrednost povrSinske napetosti Se bolj priblizala povprecni vrednosti povrSinske
napetosti, ki je bila izmerjena pri in vivo pogojih. Zaradi tega je bila razli¢ica FaSSIF-V3-
GC/TC_Chol izbrana kot glavna in najbolj ustrezna razli¢ica medijev FaSSIF-V3. Prvotni
medij FaSSIF in njegova modifikacija — FaSSIF-V2 presegata in vivo vrednosti povrsinskih
napetosti za 20 mN/m, kar nakazuje, da se modifikacija FaSSIF, medij FaSSIF-V3-
GC/TC_Chol, bolje pribliza in vivo vrednostim, kot predhodniki. [16]

1.2.3 Vpliv pH medija na spros¢anje ZU

pKa zdravilne u¢inkovine vpliva na spros¢anje v medijih z razlicno vrednostjo pH. Kadar
bo ZU v ionizirani obliki se bo dobro raztapljala in nasprotno, kadar bo v neionizirani obliki.
Vrednosti pH medijev za simulacijo posameznega obmocja GIT, so predstavljene v

preglednici V.



Preglednica V: Predstavljeni so mediji za simulacijo posameznih obmocij GIT. Poleg so navedene tudi vrednosti pH

medijev. [10]
[ ObmoieGIT [ Medii [ pHmedija |

Zelodec SGFsp 1,2
FaSSGF 1,6
Tanko ¢revo SIFsp 6,8
FaSSIF 6,5
FeSSIF 5,0
Kolon SCoF 58

1.3 SploSne lastnosti natrijevega diklofenakata in Studije, kjer je bil
uporabljen
Na-DF uvr§¢amo med nesteroidne protivnetne ucinkovine. Deluje protibole¢insko,

protivnetno in protivro¢insko. Pogosto povzroca nezelene ucinke v gastrointestinalnem
traktu zaradi fizikalno-kemijskega delovanja na mukus v Zelodcu in zaradi vnetnih u¢inkov
povzro¢enih v TC in kolonu. NeZeleni stranski u¢inki Na-DF in kratek razpolovni &as, Ki
znasa priblizno 2 h [18] spodbujajo k razvoju in izdelavi FO s prirejenim spro§¢anjem. Z
izbiro FO s prirejenim sproscanjem lahko pridobimo veliko prednosti za zdravljenje, kajti
mozna je izboljsana komplianca pacienta, hiter nastop delovanja zdravila, vzdrzevanje
terapevtske plazemske koncentracije dalj ¢asa glede na FO s takojSnjim spros€anjem,
zmanj$anje nihanja plazemskih koncentracij ZU, zmanj$anje pogostosti odmerjanja zdravila,
zmanjSana uporabljena kolicina ZU in posledi¢no CO0" Na
zmanjSana moznost nastanka nezelenih u¢inkov zdravila |
ter izboljSana u¢inkovitost zdravila. [3] Na-DF uvr§¢amo

glede na BCS Klasifikacijo v 2. skupino, kar pomeni, da o
je izbrana ZU slabo topna, ampak dobro permeabilna [7]. Slika 1: Strukturna formula Na-DF. [19]

Slika 1 prikazuje strukturno formulo Na-DF.

Bertocchi in sodelavci so v $tudiji [7] uporabili Sest razli¢nih vrst tablet z enako koli¢ino
Na-DF in razli¢no sestavo pomoznih snovi, ki so bile ogrodne tablete, z izjemo tablet z
oznako F4 in F6. Tablete so uporabili pri poskusih spros¢anja v osmih razli¢nih medijih
(uporabljeni mediji so navedeni v preglednici VI) in spremljali vpliv razli¢ne sestave tablet

na % sprosc¢enega Na-DF iz tablete.

Preglednica VI: Predstavljeni so uporabljeni mediji pri sproscanju tablet z Na-DF v Studiji, ki so jo izvajali Bertocchi in
sodelavci. [7]

A Simulirana ¢revesna tekocina (SIFs,) brez pankreatina, z vrednostjo pH 6,8
An Medij A + Tween 20 (1% m/m)

Ars Medij A + Tween 20 (3% m/m)

B Fosfatni pufer pH 8,0 (povzeto po Ph.Eur)

Voda Deionizirana voda

C Fosfatni pufer pH 4,5 (povzeto po Ph.Eur)

Cr Medij C + Tween 20 (1% m/m)

D Simuliran zelodéni medij brez pepsina (SGFsp), z vrednostjo pH 1,2




Dodatek povrsinsko aktivne snovi (PAS) k SIF pH 6,8 (medij A):
Pri primerjavi poskusa spros¢anja v mediju A in mediju Atz je razvidno, da ob dodatku PAS

Tween 20 (1% m/m) pride do povecanega % sproséenega Na-DF. Dodatek PAS v medij
povzro¢i zmanjSanje povrSinske napetosti, kar izboljSa penetracijo medija v tableto in
posledi¢no pride do povecanega obsega sproscene ZU. Najvecja sprememba v sprosc¢anju v
medijih A in At1 je opazna pri tabletah z oznakama F4 in F6, ki niso ogrodne tablete. Na
sliki 2 je prikazano sproS¢anje v mediju A (graf A) in v mediju Aty (graf B). [7]
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Slika 2: Graf A prikazuje sproscanje v mediju A, graf B prikazuje spro§c¢anje v mediju At1. Poleg so navedene oznake
vseh Sest vrst tablet z Na-DF. [7]

Naslednji poskus sproscanja se je izvedel v mediju Atz z dodanim Tweenom 20 v visji
koncentraciji (3% m/m) kot pri At1 (1% m/m). Glede na sproséanje v mediju Ar1, Se z
vi§jo koncentracijo Tweena 20 v mediju Atz ne doseze vecji % spros¢enega Na-DF, ampak
pride do zmanj$anja % spros¢enega Na-DF. Kot razlog za manjsi % spros¢enega Na-DF so
v §tudiji navedli povec€anje viskoznosti medija in posledi¢no zmanjSanje difuzijskega
koeficienta Na-DF ter uporabo koncentracije PAS, ki je precej nad kriticno micelarno
koncentracijo. [7]

Uporaba fosfatnega pufra s pH 8,0 (medij B):

Pri uporabi medija B s pH 8,0 se dosezejo visji % sproscene ZU, Ce se rezultati sproscanja
primerjajo s predhodnimi poskusi, Kjer so bili uporabljeni mediji — A, Ariali Atz (pH medija
je bil v teh poskusih 6,8), zaradi boljse topnosti u¢inkovine pri vis§jih vrednostih pH. [7]
Voda:

Pri sproscanju v vodi krivulje, ki predstavljajo odvisnost % sproSc¢ene ZU od Casa, ohranjajo
enako obliko kot pri zgoraj omenjenih medijih. V prvih 4 h je spros¢anje hitrejse kot pri
medijih s pH vrednostima 6,8 in 8,0. [7]



Uporaba fosfatneqa pufra s pH 4,5 (medij C):

Pri spros¢anju v mediju C so dosegli nizje vrednosti % sproScenega Na-DF kot pri ostalih
medijih in je prikazano na sliki 3, graf C. Sprostilo se je le 10-20% Na-DF, do platoja je
prislo pri 4 h, z izjemo pri tabletah z oznako F3, kjer se je sprostilo 40% in doseglo plato pri
3 h. Boljse sproscanje pri tabletah z oznako F3 so avtorji pripisali fizikalno-kemijskim
lastnostim Na-DF (v obliki granulata, kristalini¢na, hidratirana oblika), ki je bil uporabljen
pri teh vrstah tablet. Z dodatkom Tweena 20 (1% m/m) k fosfatnem pufru s pH 4,5 (medij
Ct) se poveca % sproscene ZU. [7]

Uporaba pufra s pH vrednostjo 1,2 (medij D) ter zamenjava s pufrom z vi§jim pH — 6,8
(medij A):

Pufer s pH vrednostjo 1,2 simulira medij v Zelodcu. Znotraj tega obmocja se sprosti zelo

nizek % Na-DF, manj kot 1%, saj je topnost diklofenaka v kislem mediju zelo slaba. Po 2h
so medij D zamenjali z medijem A s pH 6,8 z namenom, da se je pospesila hitrost spro§c¢anja.
Pride do podobnega poteka spros¢anja kot v mediju A, le, da plato krivulje nastopi z

zamikom, doseZe se tudi 90-100% sproscenega Na-DF. Spros¢anje je prikazano na sliki 3,

graf D. [7]
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Slika 3: Graf C prikazuje sproscanje v mediju C, graf D prikazuje sproScanje v mediju D, ki je bil po 2h od zacetka
spro§canja zamenjan z medijem A. Poleg so navedene oznake vseh Sest vrst tablet z Na-DF. [7]

Jantratid in sodelavci so v studiji [12] izdelali pelete s prirejenim spro$¢anjem, Ki so
vsebovale 100 mg Na-DF. Izvajali so spros¢anje z razli¢nimi mediji (fosfatni pufer s pH
6,8 in biorelevantni mediji), v razli¢nih aparaturah za sproscanje. Rezultate sproscanj so
uporabili pri izvedbi in vitro in vivo korelacije (IVIVC).



Uporaba fosfatnega pufra pH 6,8:

Pri sprosc¢anju v fosfatnem pufru pH 6,8 se je do 120. minute sprostilo 85% Na-DF.

Prikazano je na sliki 4, na grafu z oznako A. [12]

Uporaba biorelevantnih medijev:

Sproscanje z biorelevantnimi mediji (predstavljeno na sliki 4, na grafu z oznako B) je bilo
izvedeno pri simulaciji stanja v GIT na te$¢e in s hrano, z zaporednim dovajanjem petih
medijev, ki so predstavljeni v preglednici VII. Vsak medij je simuliral dolo¢en del v GIT,
saj se je ujemal z vrednostjo pH in s ¢asom zadrzevanja v GIT glede na in vivo podatke.

Mediji, njihove vrednosti pH in ¢asi dovajanja medija so predstavljeni v preglednici VII.

Preglednica VII: Predstavljeni so uporabljeni biorelevantni mediji pri sproscanju, pri pogojih na tescée in ob prisotnosti
hrane v GIT. Navedene so tudi vrednosti pH in ¢asi dovajanja posameznega medija. [12]

Pogoji NA TESCE | PRISOTNOST HRANE V GIT
Obmotje GIT Biorelevantni medij Cas I Biorelevantni medij Cas
Vrsta pH dovajanja I Vrsta pH dovajanja
[min] 1 [min]
Zelodec FaSSGF 1,6 60 1 FeSSGF 5,0 120
Dvanajstnik/Jejunum New-FaSSIF 6,5 45 I New-FeSSIF 58 45
Jejunum/Illeum Half-FaSSIF 7,0 45 | Half-FeSSIF 6,5 45
Distalni ileum FaSSIF-sans 75 120 I FeSSIF-sans 75 120
Kolon SCoF 58 | 480 I'scoF 58 480

Prisotnost dolo¢enih komponent in njihova koli¢ina ter lastnosti biorelevantnih medijev, pri

stanju na te$¢e so predstavljene v preglednici V11 in pri stanju s hrano v preglednici IX.

Preglednica VIII: V preglednici so predstavljene Zolcne soli in encimi, ki sestavljajo biorelevantne medije ter njihove
lastnosti. Mediji so bili uporabljeni pri sproscanju, pri simuliranju pogojev na tesce v GIT. [12]
Medij | FaSSGF | New-FaSSIF | Half-FaSSIF | FaSSIF-sans | scoF
Vsebnost Zol¢nih soli in encimov
Zolépesoli
Natrijev tauroholat | 80 pM 3,0mM 15mM / /
Lecitin 20 uM 02mM 0,2 mM / /
Encim ____
Pepsin 0,1 mg/ml / / / /
Pankreatin / / / / /
Lastnosti
pH 1,6 6,5 7,0 75 58
Osmolarnost 120,7 180 270 270 295
[mOsm/kg]
Pufrska / 10 10 10 29
kapaciteta
[mmol/l/ApH]

Preglednica IX: V preglednici so predstavijene Zolcne soli, produkti lipolize in encimi, ki sestavijajo biorelevantne medije
ter njihove lastnosti. Mediji so bili uporabljeni pri sproscanju, pri simuliranju pogojev s hrano v GIT. Preglednica se
nadaljuje na naslednji strani. [12]

Medij | FeSSGF | New-FeSSIF | Half-FeSSIF | FaSSIF-sans | scoF
Vsebnost Zol¢nih soli, produktov lipolize in encimov
Zolépesoli
Natrijev tauroholat | / 3,0mM 15mM / /
Lecitin / 0,2 mM 0,2 mM / /
Produkti lipolize
Gliceril monooleat | / 5,0 / / /
Natrijev oleat / 0,8 / / /
Encim ____
Pepsin / / / / /
Pankreatin / 100 / / /




Lastnosti (nadaljevanje preglednice 1X)
pH 5,0 5,8 6,5 75 5,8
Osmolarnost 400 390 270 270 295
[mOsm/kg]
Pufrska kapaciteta | 25 25 10 10 29
[mmol/l/ApH]

Zaradi lastnosti diklofenaka, ki ga uvr§¢amo med $ibke kisline s pKa 3,8 [20] so pri¢akovali,
da se bo v Zelodcu sproséal v zelo majhnem obsegu. Cas zadrZevanja FO v Zelodcu, pri
izvajanju spro$¢anja v raziskavi, pri pogojih na tesce je bil 60 minut, zato takoj pri simulaciji
prehoda v obmocje z visjim pH — v dvanajstnik po 60. minutah pride do povecanja %
spros¢enega Na-DF. Prisotnost hrane v Zelodcu povzroci zakasnel prehod FO iz zelodca pri
in vivo pogojih, zato so izbrali ¢as zadrzevanja FO v Zelodcu pri stanju s hrano (120 minut)
daljsi, kot pri stanju na tes¢e (60 minut). Hrana povzroci zvisanje pH v Zelodcu, kar povzroci
sproscanje Na-DF. [12]

Najvedja koli¢ina Na-DF (pri stanjih na tei¢e in s hrano), se sprosti v obmoéju TC, saj pH
medijev za simulacijo TC znasa 5,8 — 7,5 in je ugoden zaradi dobre topnosti diklofenaka pri
teh pH vrednostih. Po priblizno 6 h, od zacetka spros¢anja, je spros¢en skoraj ves Na-DF
pri pogojih na tesce in s hrano. [12]

Z uporabo biorelevantnih medijev so ugotovili, v katerem predelu GIT se spros¢a Na-DF v
najveéjem obsegu. S tremi razli¢icami biorelevantnih medijev, ki so jih dovajali zaporedno,
S0 se $e bolj priblizali fizioloskim pogojem v tankem cCrevesju, saj in vivo pH postopoma
narai¢a vzdolz TC, koli¢ina Zol¢nih soli pa se manjsa. [12]

Pri spros$¢anju s to vrsto pelet, v sistemu z ve¢ zaporednimi mediji so prisli do spoznanja, da
je spros¢anje Na-DF po prehodu pelet v dvanajstnik pocasnejse v stanju s hrano kot na tesce,
saj se po prehodu pri pogojih na te$ce hitrost spro§canja poveca in pri pogojih s hrano

zmanj$a. Rezultati spro§¢anja v biorelevantnih medijih so prikazani na sliki 4, graf B. [12]
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Slika 4: Graf A prikazuje sprosc¢anje Na-DF v fosfatnem pufru 6,8, graf B pa v biorelevantnih medijih pri pogojih na
tesce (prazni liki na krivulji) in pri pogojih s hrano (polni liki na krivulji). [12]
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2 Namen dela

V sklopu moje magistrske naloge bomo izvedli tri razli¢ne simulacije in vitro profilov pH
vzdolz celotnega GIT tako, da se bomo skusali ¢im bolj$e priblizati in vivo literaturnim
vrednostim pH. Individualne in vivo literaturne vrednosti pH vzdolz GIT so bile predhodno
odc¢itane s pomocjo programa Engauge Digitizer in kot kon¢ni rezultat obdelave podatkov
bomo uporabili vrednosti pH v odvisnosti od ¢asa nahajanja v GIT obmocju. Profili pH se
bodo med seboj razlikovali v vrednostih pH v ¢asovni odvisnosti, ¢asu simulacije
zadrzevanja v Zelodcu in TC. Nas cilj je, da ugotovimo vplive omenjenih razlik simuliranih
profilov na spros¢anje natrijevega diklofenakata (Na-DF) iz ogrodnih tablet s hidroksipropil
metilcelulozo (HPMC).

In vitro simulacijo profilov pH bomo izvedli z dovajanjem zaporedja razli¢nih medijev, z
ustreznim pH vrednostmi, ki simulirajo pH obmocja GIT, na preto¢nem sistemu s steklenimi
kroglicami, ki simulirajo gibanje GIT. Za simulacijo obmo¢ja zelodca bomo uporabili HCI,
za prehod v dvanajstnik NasPOs razli¢nih koncentracij, za obmocje tankega Crevesa in
kolona Mcllvainove pufre (MclIP) razli¢nih pH vrednosti in red¢itev. Za simulacijo profilov
Zelimo uporabiti ¢im manjse Stevilo medijev ter tako omogociti ¢im lazjo izvedbo.

Izbrane medije za simulacijo bomo skusali ¢im bolje priblizati tudi ciljnim vrednostim
pufrske kapacitete, ki smo jih povzeli po razliénih Studijah in vivo meritev pufrske
kapacitete. Z ustrezno pufrsko kapaciteto medijev se bomo $e bolje priblizali in vivo
pogojem.

Ko bomo dosegli dobro ponovljivost simulacije profilov pH in vrednosti pufrske kapacitete,
bomo priceli s procesi sproscanja ogrodnih tablet z Na-DF, ki jih bomo izvajali na enakem
pretoénem sistemu, pod enakimi pogoji kot so bile izvedene simulacije profilov. Nas cilj je,
da med vsemi uspe$no simuliranimi profili uspemo najti vpliv razlik med simuliranimi

profili pH na samo spros¢anje Na-DF iz ogrodnih tablet.
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3 Materiali in metode

3.1
3.11

Materiali, aparature in laboratorijska oprema

Materiali

Materiali, ki smo jih uporabili za pripravo raztopin soli, pufrov, izdelavo tablet, simulacijo

profilov pH in teste spros$¢anja:

3.1.2

dinatrijev hidrogenfosfat (NazHPO4), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
citronska kislina monohidrat (CsHgO7 x H20), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;

trinatrijev fosfat dodekahidrat (NasPOs x 12 H20), Merck KGaA, Darmstadt,

Nemcija;

Titrisol ® natrijev hidroksid (NaOH), Merck KGaA, Darmstadt, Nemc¢ija;
Titrisol ® klorovodikova kislina (HCI), Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija;
natrijev diklofenakat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinhein, Nem¢ija;

Hidroksipropil metilceluloza (HPMC; metolose 90SH 4000SR), Shin-Etsu Chemical
Co., Ltd., Tokio, Japonska;

magnezijev stearat, LEX d.0.0., Koper, Slovenija;

laktoza monohidrat; Caesar & Loretz GmbH, Nemcija;

pufrna raztopina pH=7, PanReac AppliChem, Darmstadt, Nemcija;
pufrna raztopina pH=4, PanReac AppliChem, Darmstadt, Nemcija;

A4

precis¢ena voda.

Aparature in laboratorijska oprema

Aparature in laboratorijska oprema, ki smo ji uporabili kot del preto¢nega sistema za

simulacijo profilov pH in izvajanje testov spros¢anja:

peristaltiéne &rpalke IKA®- WERKE I1SM817, IKA®-WERKE GmbH & Co. KG,
Staufen, Nem¢ija in ISMATEC 1ISM444B, Wertheim, Germany (interne oznake G1,
G2 in M1);

stojala za peristalti¢ne ¢rpalke;

12



silikonske cevke (debelina silikona 1,6 mm, notranji premer 3,2 mm, zunanji premer
6,4 mm), Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Nemc¢ija;

nastavki za avtomatsko pipeto 20 ul — 200 pl;

kovinska mrezica z velikostjo odprtin 500 pum;

magnetna mesala z elektri¢nimi grelci IKA®- RET CV, IKA®-WERKE GmbH & Co.
KG, Staufen, Nemcija (interni oznaki G1 in G2);

steklena posoda za vodno kopel;

steklene delovne ¢ase z volumnom 150 ml (notranji premer 55 mm), Schott Duran,

Nemcija;

magneti (premer 8 mm, dolzina 50 mm);

polipropilenski pokrovi za delovno ¢aso in vodno kopel;

steklene kroglice (premer 1 mm);

digitalni Stoparici Hanhart 06A03, Hanhart 1882 GmbH, Giitenbach, Nemcija;
pH meter Mettler Toledo MP220, Mettler Toledo GmbH, Schwezenbach, Svica;
pH meter MA 57590, Iskra, Slovenija;

elektroda za pH meter Mettler Toledo InLab®Expert Pro, Mettler Toledo GmbH,
Schwerzembach;

merilni valj (100 ml);

filtri iz regenirane celuloze z velikostjo por 0,45 um, Sartorius Stedim Biotech

GmbH, Goettingen, Nemcija;
brizge (10 ml);

epruvete (10 ml);

steklena palcka;

pinceta.
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Druge aparature in laboratorijski pribor, ki smo jih uporabili pri pripravi pufrov, raztopin

soli, izdelavi tablet, merjenju zbranih vzorcev, pri izvajanju testih sproscanja:

digitalna tehtnica Exacta 300 EB, Exacta, Zelezniki, Slovenija;

analizna tehtnica Mettler Toledo AG245, Mettler Toledo GmbH, Schwerzenbach,

Svica;

avtomatske pipete Eppendorf research, Hamburg, Nemcija;

¢ase (25 ml, 50 ml, 100 ml, 150 ml, 250 ml, 500 ml);

polnilne bucke (25 ml, 50 ml, 100 ml, 200 ml, 250 ml, 500 ml, 1000 ml, 2000 ml);
merilni valji (50 ml, 100 ml);

polnilne pipete (5 ml, 10 ml, 15 ml, 20 ml), Blaubrand, Nem¢ija;

tehti¢i, Colnicki, zli¢ke, spatule;

ultrazvocna kopel Sonis 4, Iskra, Kranj, Slovenija;

ultrazvo¢na kopel Bandelin Sonorex RKS514BH, Bandelin electronic, Berlin,

Nemcija;

UV- Vis spektrofotometer Agilent 8453, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
ZDA,;

kiveta z dolZino stranice 1 cm;
vorteks stresalnik Lab Dancer, IKA® - WERKE GmbH & Co. KG, Staufen, Nemdija;
tabletirka na udarec Kilian SP300, KILIAN Tableting GmbH, K6ln, Nemdija;

aparatura za merjenje trdnosti tablet Tablet hardness tester VK 200 Vanderkamp®,
ZDA;

plasti¢na vrecka;

patena in pestilo.
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32

Priprava raztopin
1 M HCI: V 1000 mL buc¢ko smo najprej nalili malo precis¢ene vode, nato
kvantitativno prenesli vsebino Titrisol®-a za pripravo 1 M HCI in bu¢ko dopolnili do

oznake s precisc¢eno vodo.

1 M NaOH: V 1000 mL bucko smo najprej nalili malo preciS¢ene vode, nato
kvantitativno prenesli vsebino Titrisol®-a za pripravo 1 M NaOH in bu¢ko dopolnili

do oznake s prec¢is¢eno vodo.

0,1 M NaOH: V 1000 mL bu¢ko smo najprej nalili malo pre¢is¢ene vode, z merilnim
valjem odmerili 100 mL 1 M NaOH in prelili v bucko ter jo dopolnili do oznake s

A

precisceno vodo.

20 mM HCI: V 1000 mL bucko smo najprej nalili malo precis¢ene vode, s polnilno

pipeto odmerili 20 mL 1 M HCI in bucko dopolnili do oznake s precisc¢eno vodo.

30 mM HCI: V 1000 mL buc¢ko smo najprej nalili malo precis¢ene vode, s polnilno

pipeto odmerili 30 mL 1 M HCI in bu¢ko dopolnili do oznake s pre¢iséeno vodo.

VW W

50 mM HCI: V 1000 mL bu¢ko smo najprej nalili malo pre¢is¢ene vode, s polnilno

pipeto odmerili 50 mL 1 M HCI in bu¢ko dopolnili do oznake s pre¢iséeno vodo.

Raztopine NasPOas: V 100 ml bucko smo kvantitativno prenesli natehtano koli¢ino
NasPOs x 12 H>O in bucko dopolnili do oznake s precis¢eno vodo. Natehtane

koli¢ine za razli¢ne koncentracije raztopin NasPO4 so navedene v preglednici X.

Preglednica X: Koli¢ina NasPO4 % 12 H20, ki je potrebna za pripravo dolocene koncentracije raztopine NasPO4 z
volumnom 100 ml.

Koncentracija raztopine Natehtana koli¢ina
NasPO, [mM] NasPO, x 12 H,0O [g]
90 3,42
100 3,80
110 4,18
120 4,56
150 5,70
160 6,08
170 6,44
280 10,65

0,2 M Na2HPOa4: V 500 mL bucko smo kvantitativno prenesli 14,196 g NazHPOg,
ga raztopili v preciS€eni vodi na magnetnem mesSalu in buc¢ko dopolnili do oznake s

precis¢eno vodo.
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= 0,1 M citronska kislina: V 500 mL bucko smo kvantitativno prenesli 10,507 g
citronske kisline monohidrata, ga raztopili v precis¢eni vodi in bucko dopolnili do

oznake s precis¢eno vodo.

3.2.1 Mcllvainovi pufri

Mcllvainove pufre (MclIP) sestavljajo razli¢na volumska razmerja 0,2 M NazHPO4in 0,1 M
citronske kisline, s katerim reguliramo pH McIIP. Za dolocanje ustrezne koli¢ine glavnih
komponent MclIP smo si pomagali s podatki iz predhodne diplomske naloge [24] in s
preglednico, ki je predstavljena v prilogi 1. V prilogi 1 [21] je preglednica s podanimi
koli¢inami 0,1 M citronske kisline in 0,2 M NazHPO4 za pripravo neredéenih MclIP razli¢nih
pH vrednosti, katerih je skupen volumen 20 ml. Koli¢ine glavnih dveh komponent je bilo
potrebno prilagoditi glede na kon¢en pH redéenega pufra, nato pa jih ustrezno redciti s
precis¢eno vodo, glede na ciljno vrednost pufrske kapacitete. V preglednici XI so koli¢ine

glavnih komponent MclIP, ki so bili uporabljeni pri simulaciji profilov pH.

Preglednica XI: Za posamezen MclIP (podan pH in redcitev) je podan potreben volumen 0,1 M citronske kisline in 0,2 M
NazHPO4. Naveden je tudi volumen pripravljenega MclIP.

Oznaka pufra MclIP 0,2 M NazHPO4 0,1 M citronska Volumen MclIP

pH redditev [ml] kislina [ml] [ml]
MclIP 4,8 (2x) 4.8 2% 232,0 268,0 1000
MclIP 5,2 (2x) 52 2 x 26,8 25,2 100
MclIP 5,2 (8%) 5,2 8 x 67,0 58,0 1000
MclIP 5,5 (4x) 55 4 x 67,0 58,0 500
MclIP 6,0 (10x%) 6,0 10 x 59,0 42,0 1000
MclIP 6,4 (15x%) 6,4 15 x 42,1 245 1000
MclIP 6,5 (4x) 6,5 4 x 82,6 424 1000
MclIP 6,6 (15x%) 6,6 15 x 22,0 11,3 500
MclIP 6,8 (15x%) 6,8 15 x 46,7 20,0 1000
MclIP 7,0 (10x%) 7,0 10 x 52,0 17,5 1000
MclIP 7,2 (10x%) 7,2 10 x 27,0 6,37 500
MclIP 7,6 (10x%) 7,6 10 x 90,0 10,0 1000
MclIP 7,7 (15x%) 7,7 15 x 30,75 2,63 500
MclIP 8,1 (7x) 8,1 7 % 139,6 3,4 1000
MclIP 8,1 (15x%) 8,1 15 x 65,0 1,6 1000

3.3 Metode

3.3.1 lIzbirain vivo profilov pH in njihova obdelava

Izbrali smo tri in vivo individualne profile pH, katerim smo se Zeleli pri in vitro poskusih
¢im bolje priblizati. Koziolek in sodelavci so izvedli 2 studiji [22] s pomocjo kapsule, s
katero so spremljali spremembo pH v odvisnosti od ¢asa med prehodom skozi celotni GIT.
Izbrali smo profila pH oseb 2 in 3 iz 2. studije. Profil osebe 2 smo poimenovali nizek profil
(N), profil osebe 3 pa visok profil (V). Tretji individualni profil smo izbrali iz Studije, ki so
jo izvedli Sasaki in sodelavci [23], kjer so uporabili radiotelemetri¢no kapsulo in spremljali

odvisnost pH od ¢asa med prehodom skozi celotni GIT. Izbrani profil iz te Studije smo

16



oznacili kot srednji profil (S). V obeh primerih so rezultate Studije predstavili v obliki grafa,
ki je prikazoval odvisnost pH od ¢asa po aplikaciji kapsule. Rezultati vseh Studij so bili
obdelani s pomocjo programa Engauge Digitizer, s katerim smo pridobili Stevil¢ne vrednosti
pH v odvisnosti od ¢asa. V sklopu nasega dela je celoten poskus simulacije profila pH trajal
priblizno 400 minut, saj smo obmo¢je kolona simulirali krajsi ¢as, kot pa v Studijah [22,23],

kjer so spremljali pH do izlo¢itve kapsule iz kolona in je celoten poskus trajal 12 — 14 h.

3.3.2 Preto¢ni sistem

Simulacije profilov pH smo izvajali na preto¢nih sistemih z internima oznakama G1 in G2
(v prilogi 2 je predstavljen pretoéni sistem G2). Preto¢ni sistem sestavlja peristalticna
¢rpalka, ki s pomocjo rotorja poganja medij po dveh silikonskih cevkah, ki sta vpeti v
peristalti¢no ¢rpalko. Pred zafetkom dela na pretoc¢nih sistemih smo s pomocjo privijanja
0z. odvijanja vijakov uravnali pretok medija skozi silikonski cevki na 2 ml/min. Ena cevka
(dovodna cevka) dovaja svez medij iz €aSe za medij v delovno ¢aSo, druga cevka (odvodna
cevka) pa odvaja medij iz delovne ¢ase v merilni valj, kjer zbiramo nase vzorce. Na strani
odvodne cevke, ki se nahaja tik pod gladino medija v delovni ¢asi je dodana kovinska
mreZzica z velikostjo odprtin 500 pum, ki preprecuje, da bi pri poskusih spros¢anja precrpali
iz delovne ¢ase v merilni valj kakr$nekoli vecje delce.

Vse simulacije smo izvajali pri enakih delovnih pogojih in pretoku medija skozi silikonske
cevke. Poskus je potekal v 150 ml delovni ¢asi, v kateri je bilo 25,0 g steklenih kroglic, 40
ml medija in magnet. Vsebino v delovni ¢asi smo mesali s pomo¢jo magnetnega mesala s
hitrostjo 50 rpm in ves ¢as konstantno vzdrzevali temperaturo 37°C. Delovna casa se je
nahajala znotraj vodne kopeli, pokrita je bila s polipropilenskim pokrovom s tremi
odprtinami. Odprtine so bile namenjene za dovodno cevko, ki je dovajala sveZz medij,

odvodno cevko, ki je odvajala medij iz delovne CaSe ter za elektrodo pH metra.

3.3.3 Prakti¢na izvedba simulacije profila pH

Pred zacetkom izvedbe poskusa smo pripravili medije potrebne za simulacijo in jih nalili v
case za dovajanje medija (0znaka 4 na sliki v prilogi 2) ter z zacetnim medijem napolnili
silikonske cevke (oznaka 7 in 8 na sliki v prilogi 2). Ob menjavi medija smo ¢im hitreje
prestavili dovodno cevko v novo ¢aso, z novim medijem. pH meter smo pred uporabo
kalibrirali na pH=7. Tekom poskusa smo merili pH v odvisnosti od ¢asa v delovni ¢asi. Cas
smo pri¢eli meriti sodasno ob zagonu peristalti¢ne érpalke. Casovne totke meritev pH S0

bile za vse paralelke posameznih profilov pH enake. Ob menjavi medijev smo merili bolj
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pogosto (merjenje pH na 0,5, 1 ali 2 minuti), kajti takrat je prislo do najvec¢je spremembe
vrednosti pH-ja, pri daljSem ¢asu dovajanja enakega medija, smo merili vrednosti pH redkeje
(merjenje pH na 5, 10, 20 minut). Profil smo vedno simulirali najprej po delih (simulacija
hitrega dviga pH iz Zzelodca v dvanajstnik, simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega
dela v distalni del TC, simulacija padca pH ob prehodu iz distalnega dela TC v proksimalni
del kolona), nato sestavili profil iz simuliranih delov in ga simulirali v celoti ter izvedli vec¢

paralelk, ki so morale biti med seboj ponovljive.

3.3.3.1 Razdelitev simulacije profilov pH
Celoten profil pH (primer predstavljen na sliki 5) simulira pH obmoc¢ja vzdolz GIT od

7elodca, dvanajstnika, proksimalnega in distalnega dela TC, do prehoda skozi ileocekalni

sfinkter v proksimalni del kolona.

Zelodec Dvanajstnik Proksimalni del TC Distalni del TC Kolon

8

6 f S —
T4

2

0
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Slika 5: Razdelitev in vivo profila na obmodja GIT. Profil je povzet po Studiji Sasakija in sodelavcev [23].
Vsak posamezen profil smo najprej simulirali po delih, nato pa celotni profil sestavili iz

simuliranih delov. Preglednica XII in slike 5 — 7 prikazujejo razdelitev profila pH na 3 dele.

V preglednici X11 so navedeni uporabljeni mediji za simulacijo posameznega dela profila.

Preglednica XI11: Razdelitev simuliranega profila pH. Navedeni so mediji za simulacijo posameznih delov.

Razdelitev simuliranega Uporabljen medij
profila pH za simulacijo
1. Simulacija Zelodca in 1. raztopina | Z raztopino HCI smo simulirali pH Zelodca na te$ce.
hiter dvig pH, ki simulira HCI Zeleli smo dose¢i hiter dvig pH iz Zelodca v
prehod iz obmocja Zelodca v 2. NasPOq dvanajstnik z ustrezno koncentracijo in ¢asom
dvanajstnik ter simulacija 3. McllP dovajanja raztopine NazPOa,
pH v proksimalnem delu TC pH v zelo kratkem casu hitro naraste, nato
postopoma raste do pH uporabljenega MclIP, ki
simulira obmocje proksimalnega dela TC.
Obmogje TC pH skozi proksimalni in distalni del TC postopoma
Proksimalni del TC McllP narasc¢a, po doloée_:nem é_asu dovajanja se ustali do
- e S_lma - ‘_3 I enakega pH kot je pH izbranega MclIP. Za oba
2 Dvig pH iz proksimalnega Kombinacija dveh posamezna dela TC uporabimo razli¢na McIIP
' dela v distalni del TC McllP (proksimalni del — nizji pH, distalni del — vigji pH).
: ; % Oba dela sta povezana s platojem, kjer pride ob
Distalni del TC MellP ustrezni kombinaciji uporabljenih MclIP do dviga
pH.
3. Padec pH iz TC v MclIP Ob prehodu skozi ileocekalni sfinkterv pride do padca
proksimalni del kolona pH, saj je pH v distalnem delu TC visji kot v
proksimalnem delu kolona.
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Simulacija pH Zelodca in dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH

proksimalnega dela TC je predstavljena na sliki 6.

o Zelodec Dvanajstnik Proksimalni del TC Distalni del TC Kolon esss1. DEL
7
! Ay —
L -y
5
T4
%
M |
i l "
1
0
0 50 100 150 200, . 250 300 350 400 450
Cas [min

Slika 6: Simulacija pH Zelodca in dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH proksimalnega dela TC
je oznacena na grafu kot 1. del — ¢rna krivulja. Profil je povzet po Studiji Sasakija in sodelavcev [23].

Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela TC v distalni del TC je predstavljena

na sliki 7.
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Slika 7: Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela TC v distalni del TC je oznacena na grafu kot 2. del —
¢rna krivulja. Profil je povzet po Studiji Sasakija in sodelavcev [23].

Simulacija padca pH pri prehodu iz distalnega dela TC v proksimalni del kolona je

predstavljena na sliki 8.
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Slika 8: Simulacija padca pH pri prehodu iz distalnega dela TC v proksimalni del kolona je oznacena na grafu kot 3. del
— ¢rna krivulja. Profil je povzet po Studiji Sasakija in sodelavcev [23].
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Ko smo vse tri dele profila uspesno simulirali, smo celotni profil sestavili iz simuliranih

delov, kar je prikazano na sliki 9.
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Slika 9: Simulacija celotnega profila po delih. 1l.del prikazuje simulacijo obmocja Zelodca in dviga pH pri prehodu iz
selodca v dvanajstnik ter simulacija pH proksimalnega dela TC, 2.del prikazuje simulacijo dviga pH pri prehodu iz
proksimalnega dela v distalni del TC, 3.del prikazuje simulacijo padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona.
Profil je povzet po studiji Sasakija in sodelavcev [23].

3.3.4 Simulacija visokega profila

3.3.4.1 Simulacija dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC pri visokem profilu

Kot zacetni medij smo pri visokem profilu vedno uporabili 20 mM HCI, ki je bila
uporabljena ze v predhodni magistrski nalogi [24], v sklopu moje magistrske naloge pa smo
predhodno delo nadaljevali. Z uporabo 20 mM HCI smo simulirali pH Zelodca, ki je pri tem
profilu znasal 1,9. Takoj po prehodu iz Zelodca v dvanajstnik smo Zeleli imeti pH priblizno
6,0, ki pa naraste do 60. minute poskusa v obmo¢&ju proksimalnega dela TC na pH priblizno
6,4. V preglednici XIIl so prikazane vse simulacije dviga pH pri prehodu iz Zelodca v

dvanajstnik ter simulacija pH v zaGetnem delu proksimalnega dela TC.

Preglednica XI11: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne stevilke dovajanja medija), s katerimi smo poskusali doseci
ustrezno simulacijo hitrega dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter pH v proksimalnem delu 7C, pri visokem
profilu. Poleg medija so navedeni casi dovajanja. Vse simulacije smo izvajali na pretocnem sistemu z oznako G2.

Oznaka Medij
poskusa 1. 2. 3.
Vdil H 90mM NasPO, 0-100s
Vd2 100mM NazPO, 0-100s
Vd3 0-103s
xgg 110mM NasPO, 8 - ng MclIP 6,4 (15x)
88s ;
vds —t O™ I T26mM Naspo, |_0-97s Do§ min
Ve | Zaceini 0o
vds/e ) 0-91s MCIIP 6,4 (15%)
Do 10 min
Vde/t 0-91s MclIP 6,4 (15x)
Do 50 min
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3.3.4.2 Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC pri
visokem profilu

Uporabljeni mediji, casi dovajanja medijev za simulacijo dviga pH iz proksimalnega dela v
distalni del TC pri simulaciji visokega profila so predstavljeni v preglednici XIV.

Preglednica X1V: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija), s katerimi smo poskusali doseci
ustrezno simulacijo dviga iz proksimalnega dela v distalni del TC. Poleg medija so navedeni ¢asi dovajanja. Medij A:B
predstavlja volumsko razmerje med obema izbranima MclIP-med medijem A (MclIP 6,4 (15x)) in medijem B (MclIP 8,1
(15x)). Vse simulacije smo izvajali na pretocnem sistemu z oznako G2.

Oznaka Medij
poskusa 1 2. 3L
Vpd1 MclIP 6,4 (15 x) A A:B=3:1 MclIP 8,1 (15x)-B
Zacetni medij 0-15min 15 - 30 min
Vpd2/a/b MclIP 6,4 (15 x) A A:B=3:1 MclIP 8,1 (15x)-B
Za&etni medij 0-21min 21 —110 min

3.3.4.3 Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona pri
visokem profilu
V preglednici XV so predstavljeni vsi poskusi simulacije padca pH iz obmogja TC v

proksimalni del kolona pri visokem profilu.

Preglednica XV: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija) za simulacijo prehoda iz
distalnega dela TC skozi ileocekalni sfinkter v proksimalni del kolona, pri visokem profilu. Poleg medija so navedeni casi
dovajanja. Vse simulacije smo izvajali na pretocnem sistemu z oznako G2.

Oznaka Medij
poskusa 1. 2. 3.
Vpl McllP 6,8 (15x) | MclIP 6,4 (15 x)
0-20 min 20 — 30 min
Vp2 MCclIP 4,8 (4x)
McllIP 8,1 0-11 min
Vp3 (15%) MclIP 6,7 (15 x)
Zacetni medij 0—30 min
Vp4/alb MclIP 6,5 (4x)
0 - 60 min

3.3.4.4 Simulacija pH celotnega visokega profila
Vsi poskusi simulacije celotnega visokega profila so predstavljeni v preglednici XVI.

Preglednica XVI: V ustreznem zaporedju (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija) so predstavljeni mediji za
simulacijo celotnega visokega profila in njihov cas dovajanja. Medij A:B predstavlja volumsko razmerje med obema
izbranima MclIP-med medijem A (MclIP 6,4 (15x)) in medijem B (MclIP 8,1 (15x%)). Vse simulacije smo izvajali na
pretocnem sistemu z oznako G2.

Oznaka Medij
poskusa 1. 2. 3. 4. 5. 6.
Vel 20 mM HCI 120 mM NasPO; | MclIP 6,4 (15 x)-A AB=3:1 MclIP 8,1 (15x)-B | MclIP 6,5 (4x)
zaCetni medij 0—1min31s 1min31s — 70 min 70 —91 min 91 — 240 min 240 — 340 min
Ve2/ 20 mM HCI 120 mM NazPO, MclIP 6,4 (15 x)-A A:B=3:1 MclIP 8,1 (7x)-B MclIP 6,5 (4x)
alb/c zaCetni medij 0—1min31s 1min31s — 78 min 78 — 99 min 99 — 242 min 242 — 340 min

3.3.5 Simulacija nizkega profila

3.3.5.1 Simulacija dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija
proksimalnega dela TC pri nizkem profilu
Kot zacetni medij je bila uporabljena 30 mM raztopina HCI, Ki je simulirala pH Zelodca z

vrednostjo 1,8 in je bila uporabljena Ze v predhodni magistrski nalogi [24]. Nas cilj je bil, da
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z ustrezno koncentracijo NasPOs dosezemo pH v dvanajstniku med 5,1 in 5,3. V preglednici
XVI1 so predstavljeni vsi poskusi simulacije dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik

ter simulacija pH v zagetnem delu proksimalnega dela TC.

Preglednica XV11: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija), s katerimi smo poskusali doseci
ustrezno simulacijo hitrega dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter pH v proksimalnem delu 7C, pri nizkem
profilu. Poleg medija so navedeni ¢asi dovajanja. V'se simulacije smo izvajali na pretocnem sistemu z oznako G1.

Oznaka I Medij
poskusa 1 > 3
Nd1 0-85s
N2 | 0-90s
Nd3 170mM 0-92s
Nd4 S0 NasPO, 0_94s
N e 0-95s MclIP 5,2 (8x)
| N6 1 Zzagetni 0-96s do 8 min
Nd7  ©  medij 150 mM 0-107s
Nd8 NazPO, 0-110s
Nd9 0 96s
Nd10 160 mM 0_102s
Ndil/ab ! NazPO,4 0—100s

3.3.5.2 Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC pri
nizkem profilu
Uporabljeni mediji, ¢asi dovajanja medijev za simulacijo dviga pH iz proksimalnega dela v

distalni del TC pri simulaciji nizkega profila so predstavljeni v preglednici XVI11I.

Preglednica XVIII: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija), s katerimi smo poskusali
doseci ustrezno simulacijo dviga iz proksimalnega dela v distalni del TC, pri nizkem profilu. Poleg medija so navedeni casi
dovajanja. Medij A:B predstavlja volumsko razmerje med obema izbranima MclIP-med medijem A (MclIP 5,2 (8x)) in
med medijem B (MclIP 6,6 (15x)).. Vse simulacije smo izvajali na pretocnem sistemu z oznako G1.

Oznaka Medij
poskusa 1. 2. 3.
A B Volumsko razmerje Cas
A:B

Npd1l MclIP 6,0 (15%) McllIP 6,5 (4x) 1:3 0-18 min

Npd2 McllP MclIP 6,8 (15%) | MclIP 6,6 (15x) 2:1 0—14 min

Npd3 5,2 MclIP 6,8 (15%) | MclIP 6,6 (15x) 13 0—14 min

Npd4 (8%) McllP 5,2 (8x) | MclIP 6,6 (15%) 1:5 0—14 min
Npd5/a 1 Zacetni MclIP 5,2 (8x) MclIP 6,6 (15x) 1.7 0—18 min
Npdsh 1 medii MclIP 5,2 (8x) | MCclIP 6,6 (15%) 17 0-33min__ | MclIP 6,6 (15x) ]

3.3.5.3 Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v kolon pri nizkem profilu

V preglednici XIX so predstavljeni vsi poskusi simulacije padca pH iz obmo&ja TC v

proksimalni del kolona pri nizkem profilu.

Preglednica XIX: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne stevilke dovajanja medija) in njihovi casi dovajanja za
simulacijo prehoda iz distalnega dela T'C skozi ileocekalni sfinkter v proksimalni del kolona, pri nizkem profilu. Vse

simulacije smo izvajali na pretocnem sistemu z oznako G1.

Oznaka ! Medij
poskusa ! 1. 2. 3.
Np1 MclIP 4,8 (2x) MclIP 5,2 (2x)
0—18 min 18 — 30 min
Np2 1 McllP 6,6 MclIP 4,8 (2x) MclIP 5,2 (2x)
1 (15%) 0—16 min 16 min — 45 min
Np3/a zaCetni medij MclIP 4,8 (2x)
0 —30 min
Np3/b MclIP 4,8 (2x)
0—50 min
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3.3.5.4 Simulacija celotnega nizkega profila
Vsi poskusi simulacije celotnega nizkega profila so predstavljeni v preglednici XX.

Preglednica XX: V ustreznem zaporedju (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija) so predstavljeni mediji za
simulacijo celotnega nizkega profila in njihov cas dovajanja. Medij A:B predstavlja volumsko razmerje med obema
izbranima MclIP-med medijem A (MclIP 5,2 (8x)) in medijem B (MclIP 6,6 (15x)).Vse simulacije smo izvajali na

pretocnem sistemu z oznako G1.

Oznaka Medij
[ L. 2. 3. 4. 5. 6.
Ncl 30 mM HCI 160 mM NasPO, MclIP 5,2 (8x)-A A:B=1:7 MclIP 6,6 (15%)-B | MclIP 4,8 (2x)
zacetni medij 0 —1min50s 1min50s — 52 min 52 — 85 min 85 — 201 min 201 — 270 min
Nc2 30 mM HCI 160 mM NazPO, MclIP 5,2 (8x)-A A:B=1:7 MclIP 6,6 (15%)-B | MclIP 4,8 (2x)
zacCetni medij 0 — 1min50s 1min50s — 62 min 62 — 95 min 95 — 201 min 201 - 270 min
Nc3/ 30 mM HCI 160 mM NazPO,4 MclIP 5,2 (8x)-A A:B=1:7 MclIP 6,6 (15%)-B | MclIP 4,8 (2x)
a,b,c zadetni medij 0—1min50s 1min50s — 60 min 60 — 93 min 93 — 207 min 207 — 290 min

3.3.6 Simulacija srednjega profila

3.3.6.1 Simulacija dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC pri srednjem profilu

Kot zac¢etni medij je bila uporabljena 50 mM raztopina HCI, ki je simulirala pH Zelodca z
vrednostjo 1,6 in je bila uporabljena ze v predhodni magistrski nalogi [24]. Za simulacijo
dviga iz Zelodca v dvanajstnik smo uporabili 280 mM NazPOs, ki smo jo dovajali 100 s, tako
kot je bilo Ze izvedeno v predhodni diplomski nalogi [24]. Ob simulaciji prehoda v
dvanajstnik smo zeleli dose¢i pH priblizno 6,0, ki je bila enaka vrednosti pH tudi v
proksimalnem delu TC. Poskusi simulacije dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik
ter simulacija zagetnega del proksimalnega dela TC pri srednjem profilu so predstavljeni v

preglednici XXI.

Preglednica XXI: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija), s katerimi smo poskusali doseci
ustrezno simulacijo hitrega dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter pH v proksimalnem delu TC, pri srednjem
profilu. Poleg medija so navedeni casi dovajanja in oznaka poskusa. Vse simulacije smo izvajali na pretocnem sistemu z
oznako G1.

Oznaka Medij

poskusa 1. 2. 3.
Sd1/ 50 mM HCI 280 mM NazPO, MclIP 6,0 (10x)
a/b Zac&etni medij 0-100s 100s — 15min

3.3.6.2 Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC
V srednjem profilu smo simulacijo iz proksimalnega dela v distalni del TC zaradi lazje

izvedbe razdelili na dva dela. Vsak posamezen del je simuliral postopen dvig pH do prvega
platoja (zeleli smo doseci pH priblizno 7,0) in dvig pH do drugega platoja (zeleli Smo doseci
pH priblizno 7,5 — 7,6). V preglednici XXII so navedeni poskusi, ki smo jih uporabili pri
simulaciji dviga pH do prvega platoja. V preglednici XXIII so prikazani mediji, ki smo jih

uporabili pri simulaciji dviga pH do drugega platoja.
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Dvig pH do prvega platoja:

Preglednica XXI1: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne stevilke dovajanja medija) za simulacijo prvega platoja
dviga pH iz proksimalnega dela v distalni del TC, pri srednjem profilu. Poleg medija so navedeni tudi ¢asi dovajanja in
oznaka poskusa. Medij A:B predstavlja volumsko razmerje med obema izbranima MclIP-med medijem A (MclIP 6,0 (10x))
in medijem B, ki je za vsak poskus McIIP z razlicno vrednostjo pH in redcitvijo. Vse simulacije smo izvajali na pretocnem
sistemu z oznako G1.

Oznaka Medij
poskusa 1. 2. 3.
A B Volumsko razmerje A:B Cas [min]
Sppd1 MclIP 7,7 (15x) 1:3 0— 26 min MclIP 7,0 (10x)
26 —32 min
Sppd2 MclIP 7,0 (10x) 1:3 0-16 min MclIP 7,2 (10x)
16 — 34 min
Sppd3 MclIP 7,2 (10x) 1:3 0—6 min /
Sppd4 MclIP 6,0 MclIP [ MclIP 7,2 (10x) 2:3 0-20 min MclIP 7,2 (10x)
(10x) 6,0 20 — 34 min
Sppd5 zaCetni medij | (10%) [ MclIP 7,2 (10x) 31 0-20 min MclIP 7,2 (10x)
20-32min
Sppd6 MclIP 7,6 (10x) 1:3 0-17 min MclIP 7,0 (10x)
17 — 30 min
Sppd7/ MclIP 7,0 (10x) 1:3 0-— 14 min MclIP 7,0 (10x)
alb 14 — 46 min

Dvig pH do drugega platoja:

Preglednica XXI11: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija) za simulacijo drugega platoja

dviga pH iz proksimalnega dela v distalni del TC, pri srednjem profilu. Poleg medija so navedeni tudi casi dovajanja in

oznaka poskusa. Medij A:B predstavlja volumsko razmerje med obema izbranima MclIP-med medijem A in medijem B, ki

predstavljata McIIP z razlicno vrednostjo pH, za vsak poskus simulacije dviga pH. Vse simulacije smo izvajali na
retocnem sistemu z oznako G1.

Oznaka Medij
poskusa 1 2 3.
A B Volumsko razmerje A:B Cas [min]
Sdpdl MclIP 7,0 McllP 7,7 1:3 0-8min
(10x) (15x)
Sdpd2 MclIP 7,0 McllP 7,7 1:4 0-13 min
McllP 7,0 (10x) (15x)
10x
Sdpd3 (10%) McllP 8,1 MclIP 7,6 1:4 0-15min MclIP 7,6 (10x)
(7x) (10x) 15— 30 min
Sdpd4/a/b MclIP 8,1 MclIP 7,6 15 0-14 min MclIP 7,6 (10x)
(™) (10 14 — 30 min

3.3.6.3 Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona

Ciljna vrednost pH v kolonu je 6,5, ki pa lahko pade do 6,3, niZji pH ne Zelimo, zato je
boljse, da potem rahlo narai¢a kot pada. Poskusi simulacije padca pH iz TC v proksimalni
del kolona so predstavljeni v preglednici XXIV.

Preglednica XXIV: Uporabljeni mediji (navedene so zaporedne stevilke dovajanja medija) za simulacijo prehoda iz

distalnega dela T'C skozi ileocekalni sfinkter v proksimalni del kolona, pri srednjem profilu. Poleg medija so navedeni casi
dovajanja. Vse simulacije smo izvajali na pretocnem sistemu z oznako G1.

Oznaka Medij
poskusa 1. 2. 3.
Spl MclIP 4,8 (2x)
MclIP 7,6 0-10min
Sp2 (10x) McllIP 5,5 (4x)
zacetni medij 0—10min
Sp3/ MclIP 5,2 (5,2x) MclIP 6,5 (4x)
a/b 0—17 min 17 — 50 min
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3.3.6.4 Simulacija celotnega srednjega profila
Vsi poskusi simulacije celotnega srednjega profila so predstavljeni v preglednici XXV.

Preglednica XXV: V ustreznem zaporedju (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija) so predstavljeni mediji za
simulacijo celotnega srednjega profila in njihov ¢as dovajanja. Medij A:B predstavlja volumsko razmerje med obema
izbranima MclIP-med medijem A (Mcll 6,0 (10x)) in medijem B (Mcll 7,0 (10x)), medij C:D predstavlja volumsko
razmerje med obema izbranima McllIP-med medijem C (Mcll 8,1 (7x)) in medijem D (Mcll 7,6 (10x)). Vse simulacije smo
izvajali na pretocnem sistemu z oznako G1.

Oznaka Medij
slshu 1 2. 3. 4. 5. 6. 7. & [ o
Scl 50 mM 280 mM McllP 6,0 | A:B=1:3 | MclIP 7,0 C:B=1:4 MclIP
HCI NasPO, (10x)-A 67-81 (10x)-B C.... McIlP 7,6
zacetni 0- 1min40s — min 81-108 8,1 (7x) (10x)-D
medij 1min40s 67 min min 108 - 126 126 -
min 160 min
Sc2/ 50 mM 280mM | McllP6,0 | A:B=1:3 | McllP7,0 C:D=1:5 McllP McllP Mcll P
alblc HCl NasPO, (10x)-A | 67-83 | (10x)-B | C... McIIP 7,6 52(2x) | 65@4x)
zadetni 0- 1min40s— min 83-114 8,1 (7%) (10x)-D 188 — 205 -
medij 1min40s 67 min min 114 -128 128 — 205 min 280 min
min 188 min

3.3.7 Pufrska kapaciteta

Tekom simulacije profilov pH, smo se z ustreznimi pufri zeleli ¢im bolje priblizati
fizioloskim vrednostim pufrske kapacitete vzdolz GIT. Ciljne vrednosti pufrskih kapacitet
so bile prevzete po predhodni magistrski nalogi [24], kjer so bile fizioloske vrednosti
pufrskih kapacitet medijev poiskane v literaturi. Z izbiro ustreznih medijev, smo zeleli
doseci vrednosti pufrskih kapacitet v tankem ¢revesju med 4 in 8 mmol/L/ApH, v kolonu pa
priblizno 15 mmol/L/ApH.

Pred merjenjem pufrske kapacitete smo medij v ¢asi segreli na vodni kopeli na 37 °C,
vkljucili magnetno mesalo in med neprestanim meSanjem dodajali 0,1 M HCI z avtomatsko
pipeto (2-20 pL ali 20-200uL) ter merili pH s pH metrom, ki smo ga prehodno kalibrirali na
pH=7. 0,1 M HCI smo dodajali dokler ni sprememba pH med zacetno in kon¢no vrednostjo

zna$ala 0,2 enote. Pufrsko kapaciteto smo izracunali po enacbi 1:
_ c(HCL) * V(HCL) * 1000
~ ApH* (V +V(HCD)

Enacba 1: Izracun pufrske kapacite: B — pufrska kapaciteta [mmol/l/ApH], ¢ — koncentracija HCI [mol/l], V(HCI) —
volumen dodane HCI [ul], ApH — sprememba pH, V — volumen medija [ul]; povzeto po [25].

Pufrsko kapaciteto smo izmerili vsem posameznim medijem, ki smo jih uporabljali pri

(Enacba 1)

simulaciji celotnih profilov. Za meritev pufrske kapacitete posameznim medijem smo
uporabili 40 ml medija.

V preglednici XXV so predstavljeni vsi poskusi merjenja pufrske kapacitete medijev, ki so
bili uporabljeni za simulacijo celotnega profila. Pri poskusih PKV/a, PKV/b, PKN/a, PKS/a
smo pufrsko kapaciteto zbranih vzorcev merili pri bolj pogostih ¢asovnih intervalih; ob
menjavi medija na 5 min, nato 10 min in po daljSem ¢asu dovajanja medija na 20 min. S

pogostejSim merjenjem smo Zeleli natanéno spremljati vpliv uporabljenega medija na
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vrednost pufrske kapacitete. Pri poskusin PKV/c, PKV/d, PKN/b, PKN/c, PKS/b in PKSc
smo prvi dve frakciji odvzeli pri ¢asovnem intervalu 10 min, vse nadaljnje frakcije pa pri 20
min. Frakcije smo zbirali v merilni valj, v ¢asovnih intervalih med 5 in 20 min, zato so

volumni zbranih frakcij znasali od 10 ml do 40 ml.

Preglednica XXVI: Prikaz oznake poskusov merjenja pufrske kapacitete med simulacijo profilov pH.

Oznaka Oznaka poskusa Oznaka Oznaka poskusa Oznaka Oznaka poskusa
poskusa merjenja pufrske poskusa merjenja = | poskusa merjenja pufrske

= | celotne kapacitete = | celotne pufrske S | celotne kapacitete

,'5'5 simulacije 6 simulacije kapacitete & | simulacije

@ | profila = profila = profila

v Vcl PKV/a W Nc3/a PKN/a P4 Sc2/a PKS/a

8 Vc2/a PKV/b H Nc3/b PKN/b 8 Sc2/b PKS/b

S Vc2/b PKV/c > Nc3/c PKN/c o Sc2lc PKS/c

Vc2/c PKV/d

3.3.8 Umeritvene premice za dolo¢anje koncentracije spros¢enega Na-DF

Za vsak medij, ki smo ga uporabili pri spros¢anju Na-DF, smo dolo¢ili umeritveno premico.
Iz njene enacbe sSmo na osnovi izmerjene absorbance vzorca izracunali koncentracijo Na-DF
in to vrednost uporabili pri izracunu spros¢enega Na-DF iz tablete. Mediji, ki smo jih

uporabili pri izdelavi umeritvenih premic so navedeni v preglednici XXVII.

Preglednica XXVII: Seznam medijev, ki smo jih uporabili za pripravo mesanice z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1, so
predstavljeni v spodnji preglednici. Pripravijenim mesanicam smo dolocili umeritveno premico. Poleg McIIP so v
preglednici navedene vrednosti pH in redcitve pufira.

Mediji redéeni z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1

MclIP 6,4 (15x) 30 mM HCI 50 mM HCI

MclIP 8,1 (7) MclIP 5,2 (8) MclIP 6,0 (10x)

MCclIP 6,5 (4x) MCclIP 6,6 (15x) MclIP 7,6 (10x)
MclIP 4,8 (2x) MclIP 6,5 (4x)

Pripravili smo meSanico ustreznega pufra ali HCl in 0,1 M NaOH v razmerju 1:1 in z njo
pripravili vse nadaljnje raztopine Na-DF razli¢nih koncentracij. Priblizno natan¢no smo
natehtali 10 mg Na-DF v ¢olnicke, ga kvantitativno prenesli v bucke in dopolnili z meSanico
0,1 M NaOH in pufra ali HCI do oznake. To so bile osnovne raztopine, s priblizno
koncentracijo 100 mg/l, ki smo jih v nadaljnjem postopku ustrezno red¢ili, da smo imeli
raztopine s pribliznimi koncentracijami: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 in 40 mg/l. Tudi te
raztopine smo dopolnili do oznake z meSanico 0,1 M NaOH in ustreznega pufra ali HCI.
Vsem pripravljenim devetim raztopinam smo izmerili absorbance pri valovni dolZini 276 in
400 nm. Pri valovni dolzini 276 nm ima Na-DF absorpcijski maksimum, merjenje pri
absorbanci 400 nm pa je sluzilo kot kontrola.

Iz odvisnosti absorbance od koncentracije raztopine ZU smo s pomocjo linearne regresije
dobili enabo umeritvene premice ter Pearsonov koeficient korelacije (R?). Za vse medije
smo izvedli umeritvene premice po enakem postopku.

Umeritveno premico v mesanici 30 mM HCI in NaOH smo uporabili tudi pri spros¢anju,

kjer smo kot medij uporabili 20 mM HCI.
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3.3.9 lzdelava tablet

Pripravili smo ogrodne tablete oznake H in HL z Na-DF, ki so vsebovale hidroksipropil
metilcelulozo — HPMC (tvori hidrofilni ogrodni sistem, skozi katerega se sproséa ZU v
obliki podaljSanega sprosc€anja), magnezijev stearat (preprecuje lepljenje delcev na pecate
tabletirke ter zmanjSuje trenje med delci in steno tabletirke), vrsti HL pa je bila dodana Se
laktoza monohidrat (polnilo). Dobro premesano tabletno zmes smo zatehtali po 400 mg na
tehtalne Colnicke. Tablete smo stisnili s tabletirko na udarec Kilian SP300. Sestava tablet H

in HL ter pogoji izdelave tablet so predstavljeni v preglednici XXVIII.

Preglednica XXVIII: Sestava tablet in pogoji izdelave za obe vrsti tablet.

Oznaka vrste tablete H HL
Sestava 25 % Na-DF 25 % Na-DF
75 % Metolose 90SH-4000 SR (HPMC) 35 % Metolose 90SH-4000SR (HPMC)
0,25 % magnezijev stearata (glede na 39,5 % laktoza monohidrat
celotno maso) 0,5 % magnezijev stearat
Pogoji Sila stiskanja 8,0-8,8kN 23,1-24,3kN
izdelave Trdnost tablete 110-120N 100-110N
Nastavitev zgornjega 9,9 mm 10,5 mm
pecata
Nastavitev spodnjega 12,4 mm 12,4 mm
pecata

3.3.10 Poskusi sproscanja

Po uspesno izdelani celotni simulaciji profilov pH in dobri ponovljivosti paralelk ter
ustreznosti pufrske kapacitete smo zaceli s spro$¢anjem tablet. SproS¢anje smo izvedli na
enakih pretocnih sistemih kot simulacijo profilov pH - G2, G1, le da je bil pri enem poskusu
spros€anja dodan Se pretocni sistem z oznako Al. Preto¢ni sistem in celotni sistem smo
pripravili na enak nacin kot za simulacijo profilov pH, razlika je bila le v tem, da v delovni
¢asi ni bila potopljena elektroda pH metra, saj bi predstavljala oviro in motila gibljivost
tablete. PriSlo bi lahko do sprememb hitrosti spro§¢anja ZU, zaradi poskodbe tablete. Pred
zacetkom poskusa smo tableto stehtali na analitski tehtnici, jo dali v delovno ¢aSo in zagnali
preto¢ni sistem s pretokom medija 2 ml/min ter Stoparico. 40 ml vzorca smo zbirali v merilni
valj, v katerega smo predhodno nalili 40 ml 0,1 M NaOH. Merilne valje z vzorci smo

menjavali vsakih 20 min, kar pomeni, da je bil kon¢ni volumen v merilnem valju 80 ml.
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3.3.10.1 Sproscanje v zaporedju medijev, ki simulirajo profil pH
Poskuse spros¢anja smo izvedli z zaporednim dovajanjem medijev, s katerimi smo simulirali

profile pH. Pri vseh treh simuliranih profilih smo spros¢anje izvedli z obema vrstama tablet,
v vsaj treh paralelkah, ki so morale biti med seboj dobro ponovljive. Poskusi spros¢anj pri
visokem profilu so predstavljeni v preglednici XXIX, pri nizkem profilu v preglednici XXX

in pri srednjem profilu v preglednici XXXI.

Preglednica XXIX: V ustreznem zaporedju (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija) so predstavljeni mediji za
simulacijo celotnega visokega profila in njihov cas dovajanja. Navedena je tudi oznaka poskusa in pretocni sistem, na
katerem se je izvajal poskus.

Oznaka Pretocni 1 Medij
poskusa sistem | 1. 2. 3. 4. 5. 6.
VsH/a c2 1
VsH/b G1 I 120 mM MclIP 6,4 AB=3:1 MclIP 8,1 MclIP 6,5
VsHI/c G2 I 20 mM HCI NasPO, (15%)-A 99 — 121 min (15%)-B (4x)
VsHL/a G2 : 0-22 min 22-23min | 23min31s— 121 - 264 264 — 380
\\;‘::-::://2 81 1 31s 99 min min min
VsHL/d Al I 20mM HCI 120 mM MclIP 6,4 A:B=3:1 McllIP 8,1 MclIP 6,5
| 0-22 min NasPO4 (15%)-A 99 — 121 min (15%)-B (4x)
I 22-23min | 23min31s— 121264 264 — 600
. 31s 99 min min min

Preglednica XXX: V ustreznem zaporedju (navedene so zaporedne Stevilke dovajanja medija) so predstavljeni mediji za
simulacijo celotnega nizkega profila in njihov ¢as dovajanja. Navedena je tudi oznaka poskusa in pretocni sistem, na
katerem se je izvajal poskus.

Oznaka Pretoéni | Medii
poskusa sistem | 1. 2. 3. 4, 5. 6.
NsH/a G2 |
NsH/b G2 ! 160 mM MclIP 5,2 A:B=1:7 MclIP 6,6 MclIP 4,8
NsH/c G2 1 30 mM HCI NazPO, (8%)-A 112145 (15x)-B 2%)
I\II\IS:S g; : 0—52 min 52 min — 53 min40s — min 145 — 259 259 — 400
sHL /a ; i i i
NsHL/b o1 I 53min 40s 112 min min min
NsHL /c Gl 1
NsHL/d Gl i 30 mM HCI 160 mM MclIP 5,2 A:B=1:7 MclIP 6,6 MclIP 4,8
I 052 min NasPO, (8%)-A 112 - 145 (15%)-B (2x)
52 min — 53 min40s — min 145 - 259 259 — 600
! 53min 40s 112 min min min

Preglednica XXXI: V ustreznem zaporedju (navedene so zaporedne stevilke dovajanja medija) so predstavljeni mediji za
simulacijo celotnega srednjega profila in njihov cas dovajanja. Navedena je tudi oznaka poskusa in pretocni sistem, na
katerem se je izvajal poskus.

Oznaka Preto¢ni : Medij
poskusa sistem ' T 7 o) T 5 5
SsH/a Gl . 50mM HCI 280 mM MclIP 6,0 A:B=1:3 MclIP 7,0 C:D=15
SsH/b Gl 1 0-104min NasPO, (10%)-A 171-187 (10%)-B 218 — 232 min
SsH/c G2 | 104 — 105 105 min 40s min 187 - 218 C=MclIP 8,1
22':'//2 g% | min 40s —171 min min (7%)
[ |
SsHIf [ 7 8 9
SsH/a G2 1 MclIP 7,6 MclIP 5,2 MclIP 6,5
SsHL/a G2 | (ox)D (2%) (4x)
SsHL/b Gl ] 232-292min | 292-309 309 — 420
SsHL/c Gl 1 min min
SsHL/d G2 i 1, 2. 3, 4. 5. 6.
i 50mM HCI 280 mM MclIP 6,0 A:B=1:3 MclIP 7,0 C:D=15
I 0 — 104 min NasPO, (10x)-A 171187 (10x)-B 218 - 232 min
104 - 105 105 min 40s min 187 - 218 C=MclIP 8,1
| min 40s —171 min min (7%)
| 7. 8. 9.
I Mcp76 MclIP 5,2 MclIP 6,5
I (0xD (2%) (4x)
| 232 —292 min 292 - 309 309 — 600
1 min min
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3.3.10.2 Priprava vzorcev

Vzorec, zbran v merilnem valju, smo prelili v 100 ml ¢aso, premesali s stekleno palcko.
Brizgo smo napolnili z vzorcem, filtrirali skozi filter iz regenerirane celuloze z velikostjo
por 0,45 um ter priblizno 10 ml filtrata zbirali v epruveti. Posamezne vzorce smo prelili v
kiveto in jih analizirali na spektrofotometru pri valovnih dolzinah 276 in 400 nm. Kot slepo
raztopino smo uporabili mesanico 0,1 M NaOH in ustreznega pufra, v razmerju 1:1. Ustrezni
pufer za slepo raztopino smo izbrali glede na uporabljen pufer pri simulaciji profila pH pri
¢asovni tocki odvzema vzorca. Kadar so bile absorbance pri 276 nm veéje od 1,4 smo vzorce
5-kratno red¢ili. V novo epruveto smo odpipetirali 600 ul vzorca in 2400 ul meSanice 0,1 M
NaOH in ustreznega pufra, ki sta bila v razmerju 1:1 ter vsebino premesali na vorteksu in

potem vzorcu ponovno pomerili absorbanco.

3.3.10.3 Izracun deleza sprosc¢ene ZU

Delez spros¢ene ZU smo izraCunali s pomoc¢jo enacb 2 — 5, ki so predstavljene v
nadaljevanju. Vrednosti absorbanc smo vnesli v ena¢bo umeritvenih premic in izracunali

koncentracijo sprosc¢ene ZU po enacbi 2.
_A4n

c i (Enacba 2)

Enacba 2: ¢ — koncentracija spros¢ene ZU [mg/1], A — absorbanca analiziranega vzorca, n — odsek na ordinati umeritvene
premice, k — naklon umeritvene premice.

S pomocjo vrednosti koncentracije spros¢ene ZU smo izra¢unali maso spros¢ene ZU Vv vsakKi
Casovni tocki (enacba 3), nato pa $e izracunali kumulativno maso ZU v vsaki ¢asovni tocki

(enacba 4) ter % sproséene ZU v vsaki ¢asovni tocki (enacba 5).

CTl
1000 *x V

Enacba 3: m(ZU)n — masa spros¢ene ZU v ¢asovni to¢ki v n-tem vzorcu [mg], ¢ — koncentracija spro$¢ene ZU Vv n-tem
vzorcu [mg/l], V — volumen zbranega vzorca [ml], n — zaporedna Stevilka vzorca

m(zu), = (Enacha 3)

m(kumul.), = m(ZU), + [m(ZU),_1 + m(ZU)_o+ ... +m(ZU),o | (Enacba 4)

Enacba 4: m(kumul.), — kumulativna masa spro$éene ZU v n-tem vzrocu [mg], m(ZU), — masa spros¢ene ZU v asovni
tocki v n-tem vzorcu [mg], m(ZU)n-1 — masa spros¢ene ZU v Casovni tocki v predhodnem vzorcu, m(ZU)no — masa
spros¢ene ZU v zacetnem vzorcu, N — zaporedna Stevilka vzorca

m(kumul.),

100 (Enacba 5
w *m(tbl.) * (Enatba 5)

% sproscene ZU, =

Enacba 5: % sproséene ZU — % sproséene ZU v analiziranem n-tem vzorcu, m(kumul.)n — kumulativna masa sproscene
ZU v n-tem vzorcu[mg], w — masni delez ZU v tableti, m(tbl.) — masa suhe tablete, pred zaCetkom izvajanja procesa
spro§¢anja [mg], n — zaporedna Stevilka vzorca
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4 Rezultati
Predstavili bomo rezultate, ki smo jih pridobili tekom raziskovanja. Rezultati prikazujejo

simulacijo treh profilov pH, podatke o pufrski kapaciteti, pripravo umeritvenih premic in

poskuse spros¢anja. Ustreznost in pomen rezultatov sta predstavljena v razpravi.

4.1 Simulacija profilov pH
Rezultate simulacije profilov pH bomo predstavili v treh delih, ker smo simulirali tri razli¢ne

profile pH. Od vsakega profila pH bodo rezultati razdeljeni na stiri dele, tako kot je potekala
simulacija razvoja profila pH. Casi poskusov simulacije posameznih delov v preglednicah
XXXII — XLIV se razlikujejo, ker niso bili vsi poskusi ustrezni in smo jih zakljucili
pred¢asno. Ustrezne poskuse simulacije posameznih delov profila pH smo simulirali v dveh

paralelkah in so v preglednicah predstavljeni s krepko pisavo.

4.1.1 Visok profil

4.1.1.1 Simulacija dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC
V preglednici XXXII so predstavljeni poskusi simulacije dviga pH pri prehodu iz zelodca

v dvanajstnik ter simulacija pH proksimalnega dela TC.

Preglednica XXXII: Prikazani so rezultati dviga pH pri prehodu iz obmodja Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC, med simulacijo visokega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od casa. Znak /
prikazuje, da pri doloceni casovni tocki ni bil izmerjen pH.

Cas pH

[min] "vd1 T vd2 [ vd3 [ Vvd4 | vd5 | Vdé | Vd7 | Vd8/a | Vd8/b | Vdsic | Vds/d | vdsle | Vvdsit

0 1.95 198 197 1.96 197 197 1.96 187 1.88 1.85 1.85 1.88 1.88

0.5 1.95 198 197 1.96 197 197 1.96 187 1.88 1.85 1.85 1.88 1.88

1 1.95 198 197 1.96 197 197 1.96 187 1.88 1.85 1.85 1.88 1.88

15 1.95 198 197 1.96 197 197 1.96 187 1.88 1.85 1.85 1.88 1.88

2 1.95 1.98 1.97 1.96 2,01 1.97 1.96 1.87 1.88 1.85 1.85 1.88 1.88

25 1.96 1.98 197 198 207 | 203 2.05 1.88 1.88 1.85 187 2,01 2.03

3 1.98 2,01 2.00 213 2.24 2.2 2.25 2.03 2,01 1.99 201 2.29 2.28

35 21 214 221 2.38 2.37 2.64 2.65 2.33 2.29 2.28 2.33 312 311

4 2.3 2.36 2.56 2.62 248 | 593 3.37 3.07 312 2.88 / 3.78 3.80

45 2.42 245 3.93 2.88 2.65 6.48 5.87 432 3.78 3.52 3.38 476 477

B 248 2.55 6.17 3.2 285 | 648 6.28 532 476 431 3.77 531 5.30

oI5 2.54 2.64 / 3.93 297 | 649 / 5.60 531 519 4,26 5.56 5.58
6 2.64 2,72 / 5.67 315 / / 5.73 5.56 5.50 4.88 5.69 571
6.5 275 2.82 / / 3.25 / / 5.80 5.69 571 5.10 578 577
7 2.83 2,92 / / 342 / / / 5.78 5.77 5.30 5.85 5.84
75 297 3.03 / / 3.71 / / 5.89 5.85 584 540 592 591
8 3.05 3.15 / / 415 / / / 5.92 591 / 5.96 5.97
8.5 / / / / / / / / / / / 5.99 5.99
9 / / / / / / / / / / / 6.04 6.03
10 / / / / / / / / / / / 6.08 6.06
12 / / / / / / / / / / / / 6.10
14 / / / / / / / / / / / / 6.13
16 / / / / / / / / / / / / 6.17
18 / / / / / / / / / / / / 6.20
20 / / / / / / / / / / / / 6.24
22 / / / / / / / / / / / / 6.29
24 / / / / / / / / / / / / 6.31
26 / / / / / / / / / / / / 6.34
28 / / / / / / / / / / / / 6.37
30 / / / / / / / / / / / / 6.39
35 / / / / / / / / / / / / 6.42
40 / / / / / / / / / / / / 6.44
45 / / / / / / / / / / / / 6.45
50 / / / / / / / / / / / / 6.46
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4.1.1.2 Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC
V preglednici XXXIII so predstavljeni poskusi simulacije dviga pH pri prehodu iz

proksimalnega dela v distalni del TC.

Preglednica XXXI111: Prikazani so rezultati simulacije prehoda iz proksimalnega dela TC v distalni del TC, med simulacijo
visokega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od ¢asa. Znak / prikazuje, da pri doloceni casovni tocki
ni bil izmerjen pH.

Cas pH | Cas [min] pH (nadaljevanje preglednice )
[min] Vpd1l Vpd2/a Vpd2/b Vpdl Vpd2/a Vpd2/b
0 6,38 6,38 638 % 23 6,94 6,72 6,74
1 6,38 6,39 638 1 24 6,99 / 6,8
2 6,38 6,39 639 | 25 7,02 / 6,86
3 6,40 6,4 6,4 | 27 7,09 / 6,95
4 6,41 6,42 643 | 28 7,13 6,98 /
5 6,43 6,44 644 | 29 717 / 7,05
6 6,46 6,47 6,46 | 30 721 7,08 7,09
7 6,48 6,49 / | 32 7,25 7,15 7,14
8 6,49 / 650 | 34 7,34 7,21 7,20
9 6,51 / 652 | 36 7,36 7,26 727
10 6,53 6,54 655 1 38 743 7,31 7,34
1 6,55 6,56 656 4 40 747 7,37 7,38
12 6,56 6,57 657 ¢ 45 7,58 7,50 753
13 6,57 6,59 658 1 50 7,64 7,57 7,59
14 6,58 / 659 | 55 / 7,67 7,66
15 6,61 6,61 6,61 | 60 / 7,73 7,75
16 6,61 6,62 662 | 70 / 7,84 7,83
17 6,62 6,63 / | 90 / 7,95 7,96
18 6,64 6,64 6,64 | 100 / 7,99 7,99
19 6,71 6,65 665 | 110 / 8,01 8,01
20 6,81 6,66 6,66 | 120 / 8,02 8,04
21 / 6,68 6,67 | 140 / 8,04 8,05
22 6,92 6,69 6,69 160 / 8,06 8,06

4.1.1.3 Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona 5
V preglednici XXXIV so predstavljeni poskusi simulacije padca pH pri prehodu iz TC v

proksimalni del kolona.

Preglednica XXXIV: Prikazani so rezultati simulacije padca pH iz TC v proksimalni del kolona, med simulacijo visokega
profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od casa. Znak | prikazuje, da pri doloceni c¢asovni tocki ni bil

izmerjen pH.
Cas pH ¥ Cas pH (nadaljevanje
[min] ! [min] preglednice)
Vpl Vp2 Vp3/a Vp3/b Vp4/a Vp4/b - Vp4/a Vp4/b
0 8,07 8,03 8,04 8,04 8,05 go3 1 32 6,75 6,76
1 8,07 8,04 8,04 8,04 8,05 go3 1 34 6,73 6,74
2 8,07 7,74 / 8,02 8,04 go2 1 36 6,70 6,71
3 8,04 7,44 7,93 7,88 7,87 788 | 38 6,69 6,68
4 7,94 / 7,83 7,82 7,75 7,73 | 40 6,67 6,67
5 7,83 7,06 7,74 7,73 7,67 761 | 42 6,65 6,65
6 7,75 6,92 7,67 / 7,55 7,53 | 44 6,64 6,63
7 7,69 6,85 7,6 7,59 7,48 746 1 46 6,62 6,61
8 7,62 6,82 7,54 7,53 741 737 1 48 6,61 6,61
9 7,57 / 7,49 7,49 7,35 732 g 50 6,60 6,60
10 7,52 / 7,44 7,45 7,3 7,27 : 52 6,59 6,59
12 / / 7,38 7,36 7,19 7,18 : 54 6,58 6,58
14 7,35 / 7,31 7,28 7,12 708 1 56 6,57 6,57
16 7,29 / 7,24 7,24 7,05 704 1 58 6,56 6,55
18 7,24 / 7,18 7,17 6,99 699 1 60 6,56 6,54
20 7,19 / 7,12 7,10 6,95 693 1
22 7,15 / 7,02 7,05 6,93 6,9 |
24 7,11 / 6,98 7,01 6,88 686 |
26 7,06 / 6,95 6,97 6,83 681 |
28 7,01 / 6,91 6,93 6,79 679 1
30 6,98 / 6,84 6,86 6,78 6,77 1
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4.1.1.4 Simulacija celotnega visokega profila
V preglednici XXXV so predstavljeni poskusi simulacije celotnega visokega profila pH.

Preglednica XXXV: Prikazani so rezultati simulacije celotnega visokega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v
odvisnosti od ¢asa. Navedeno je tudi povprecje (povp.) Vc2 paralelk in RSD vrednosti. Preglednica se nadaljuje na
naslednji strani. Znak / prikazuje, da pri doloceni casovni tocki ni bil izmerjen pH.

Cas pH Povp. RSD T Cas pH(nadaljevanje preglednice) Povp. RSD

[min] | vel | ve2/ | ve2/ | ve2/ | Ve2 [%0] [min] | wvel | Ve2a | Ve2/ | ve2/ | Ve2 [%]
a b G b C

0 1,90 | 1,88 | 1,90 | 1,90 | 1,89 0,61 95 7,06 | 692 | 690 | 691 | 6,91 0,14

1 1,90 | 1,88 1,90 1,90 1,89 0,61 96 7,15 | 694 | 6,93 | 693 6,93 0,08

2 1,93 1,89 1,95 1,92 1,92 1,56 97 7,21 6,96 6,95 6,95 6,95 0,08

2,5 2,05 | 2,03 2,01 2,03 2,02 0,57
3 2,36 | 233 2,29 2,33 2,32 1,00
3,5 311 | 3,07 3,12 3,07 3,09 0,94
4 417 | 432 3,98 4,35 4,22 4,87
45 514 | 532 4,76 5,34 5,14 6,41
5 549 | 5,60 531 5,61 5,51 3,09
59 570 | 573 5,56 5,74 5,68 1,78
6 577 | 5,80 5,78 5,79 5,79 0,17
6,5 579 | 582 5,80 / 5,81 0,24
7 590 | 5,89 5,85 5,90 5,88 0,45
75 593 | 594 5,92 5,92 5,93 0,19
8 597 | 597 5,96 5,98 5,97 0,17
8,5 599 | 599 5,99 5,99 5,99 0,00
9 6,03 | 6,02 6,02 6,01 6,02 0,10
oI5 6,05 | 6,04 6,04 6,04 6,04 0,00
10 6,08 | 6,06 6,08 6,06 6,07 0,19
12 6,14 | 6,14 6,14 6,15 6,14 0,09
14 6,19 | 6,17 6,18 6,17 6,17 0,09
16 6,23 | 6,22 6,22 6,22 6,22 0,00
18 6,27 | 6,25 6,25 6,26 6,25 0,09
20 6,30 | 6,28 6,29 6,29 6,29 0,09
22 6,33 | 631 6,30 6,30 6,30 0,09
24 6,34 | 6,35 6,33 6,32 6,33 0,24
26 6,35 | 6,37 6,34 6,34 6,35 0,27
28 6,37 | 6,39 6,34 6,38 6,37 0,42
30 6,39 | 6,40 6,35 6,40 6,38 0,45
35 643 | 644 6,39 6,42 6,42 0,39
40 6,45 | 645 6,41 6,43 6,43 0,59
45 6,46 | 6,45 6,43 6,44 6,44 0,16
50 6,47 | 6,46 6,44 6,45 6,45 0,16
519 6,47 | 647 6,45 6,46 6,46 0,15
60 6,48 | 648 6,47 6,47 6,47 0,09
70 6,48 | 6,49 6,48 6,48 6,48 0,09

98 725 | 697 | 697 | 696 6,97 0,08
99 730 | 699 | 698 | 6,98 6,98 0,08
100 732 | 699 | 7,00 | 699 6,99 0,08
101 738 | 7,00 | 701 | 7,01 7,00 0,08
102 748 | 7,04 | 703 | 7,04 7,04 0,08
103 749 | 709 | 710 | 7,11 7,10 0,14
104 755 | 7,13 | 7,16 | 7,14 7,14 0,21
105 759 | 7,19 | 721 | 7,19 7,20 0,16
106 763 | 725 | 726 | 7,25 7,25 0,08
107 766 | 730 | 730 | 7,31 7,30 0,08
108 768 | 7,36 | 736 | 7,37 7,36 0,08
112 7,75 | 748 | 750 | 7,48 7,49 0,15
114 7,78 | 7,55 | 753 | 7,56 7,55 0,20
116 780 | 7,59 | 759 | 7,59 7,59 0,00
118 782 | 764 | 762 | 7,64 7,63 0,15
120 784 | 7,67 | 764 | 7,66 7,66 0,20
122 786 | 7,70 | 768 | 7,70 7,69 0,15
124 788 | 7,73 | 7,72 | 7,72 7,72 0,07
126 791 | 7,76 | 7,75 | 7,76 7,76 0,07
128 792 | 7,79 | 7,79 | 7,80 7,79 0,07
130 793 | 7,81 | 781 | 7,80 7,81 0,07
132 794 | 782 | 782 | 781 7,82 0,07
134 795 | 785 | 784 | 7,85 7,85 0,07
136 79 | 7,87 | 786 | 7,87 7,87 0,07
138 799 | 789 | 788 | 7,89 7,89 0,07
140 800 | 791 | 789 | 791 7,90 0,15
145 802 | 795 | 793 | 7,92 7,93 0,19
150 804 | 796 | 795 | 7,93 7,95 0,19
155 805 | 7,98 | 797 | 7,99 7,98 0,13
160 806 | 800 | 799 | 7,99 7,99 0,07
165 8,08 | 800 | 800 | 8,00 8,00 0,00
170 809 | 801 | 801 | 8,00 8,01 0,07
175 8,09 | 802 | 802 | 8,01 8,02 0,07

93 6,96 | 6,88 6,87 6,87 6,87 0,08
94 6,99 | 6,90 6,89 6,89 6,89 0,08

240 6,9 | 805 | 803 | 8,05 8,04 0,14
242 6,93 | 805 | 803 | 8,05 8,04 0,14

1

LI

1
71 6,48 / / / / /1 180 8,10 | 803 | 8,02 | 8,02 8,02 0,07
72 6,49 / / / / /T 190 8,10 | 805 | 8,03 | 8,02 8,03 0,19
73 6,51 / / / / /T 200 8,10 | 805 | 803 | 8,03 8,04 0,14
74 6,55 / / / / (1 210 8,11 | 805 | 803 | 8,04 8,04 0,12
75 6,59 / / / / /1 220 8,12 | 805 | 803 | 8,04 8,04 0,12
76 6,62 / / / / /| 223 8,14 / / / / /
7 6,66 / / / / I ] 224 8,14 / / / / /
78 6,70 | 6,49 6,48 6,48 6,48 0,09 225 7,91 / / / / /
79 6,75 | 6,49 6,49 6,48 6,49 009 y 226 / / / / / /
80 6,77 | 6,52 6,50 6,51 6,51 015 5 227 7,73 / / / / /
81 6,79 | 654 6,52 6,52 6,53 0,18 1 228 7,65 / / / / /
82 6,80 | 657 6,56 6,55 6,56 015 T 229 7,53 / / / / /
83 6,81 | 6,60 6,59 6,60 6,60 009 T 230 747 | 805 | 8,03 | 8,04 8,04 0,12
84 6,84 | 6,64 6,63 6,63 6,63 009 1 231 7,39 / / / / /
85 6,86 | 6,67 6,65 6,67 6,66 017 [ 232 7,29 / / / / /
86 6,87 | 6,70 6,70 6,70 6,70 0,00 | 233 7,23 / / / / /
87 691 | 6,74 6,73 6,74 6,74 009 | 234 7,16 / / / / /
88 692 | 6,76 6,75 6,76 6,76 009 g 235 7,12 / / / / /
89 6,92 | 6,79 6,77 6,78 6,78 015 y 236 7,07 / / / / /
90 6,94 | 681 6,80 6,81 6,80 0,08 4 237 / / / / / /
91 694 | 6,83 6,82 6,82 6,82 0,08 T 238 7,02 / / / / /
92 6,95 | 6,86 6,85 6,85 6,85 0,08 = 239 6,99 / / / / /

|

w
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4.1.2 Nizek profil

Nadaljevanje preglednice XXXV
Cas pH Povp. | RSD i Cas pH (nadaljevanije preglednice) | Povp. RSD
[min] | Vel [ ve2/ | ve2/ | ve2lc | Ve2 [%0] I [min] | wve1l | ve2/ | ve2/ | ve2/ | Ve2 [%0]
a b I a b c
243 / 8,05 8,03 8,04 8,04 0,12 | 274 / 6,75 6,74 6,73 6,74 0,15
244 6,90 8,04 8,02 7,87 7,98 1,16 | 276 / 6,73 6,71 6,70 6,71 0,23
245 / 7,87 7,88 7,75 7,83 0,92 i 278 / 6,70 6,68 6,70 6,69 0,17
246 6,85 7,75 7,73 7,67 7,72 0,54 : 284 / / 6,64 6,64 6,64 0,00
247 / 7,67 7,61 7,55 7,61 0,79 : 286 / 6,64 6,61 6,62 6,62 0,23
248 6,82 7,55 7,53 7,48 7,52 0,48 ! 288 / 6,62 6,61 6,61 6,61 0,09
249 / 7,48 7,46 741 7,45 0,48 I 290 / 6,61 6,60 6,60 6,60 0,09
250 6,79 7,41 7,37 7,35 7,38 041 | 292 / 6,60 6,59 6,59 6,59 0,09
251 / 7,35 7,32 7,32 7,33 0,24 | 294 / 6,59 6,58 6,59 6,59 0,09
252 6,76 7,30 7,27 7,24 7,27 041 | 296 / 6,58 6,57 6,57 6,57 0,09
253 / 7,24 7,22 7,19 7,22 0,35 | 298 / 6,56 6,56 6,56 6,56 0,00
254 6,73 7,19 7,18 7,16 7,18 021 g 300 / 6,55 6,55 6,55 6,55 0,00
255 / 7,16 7,13 7,12 7,14 0,29 i 302 / 6,55 6,55 6,54 6,55 0,09
256 6,70 7,12 7,08 7,05 7,10 0,28 : 304 / 6,54 6,54 6,54 6,54 0,00
257 / 7,06 7,06 7,06 7,06 0,00 : 306 / 6,54 6,54 6,54 6,54 0,00
258 / 7,00 7,00 7,01 7,00 0,08 ! 308 / 6,53 6,53 6,53 6,53 0,00
259 / 6,98 6,99 6,98 6,98 008 T 310 / 6,52 6,53 6,53 6,53 0,09
260 / 6,96 6,97 6,95 6,96 014 I 315 / 6,52 6,52 6,52 6,52 0,00
262 / 6,93 6,93 6,93 6,93 0,00 | 320 / 6,51 6,51 6,51 6,51 0,00
264 / 6,89 6,88 6,90 6,89 015 | 325 / 6,50 6,50 6,50 6,50 0,00
266 / / 6,86 6,83 6,85 0,31 | 330 / 6,50 6,50 6,50 6,50 0,00
268 / 6,83 6,81 6,79 6,81 0,29 i 335 / 6,50 6,50 6,50 6,50 0,00
270 / 6,79 6,79 6,78 6,79 0,09 ; 340 / 6,50 6,50 6,50 6,50 0,00
272 / 6,78 6,76 6,75 6,76 0,23 :

4.1.2.1 Simulacija dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH

proksimalnega dela TC pri nizkem profilu

V preglednici XXXVI so predstavljeni poskusi simulacije dviga pH pri prehodu iz Zelodca

v dvanajstnik ter simulacija pH proksimalnega dela TC.

Preglednica XXXVI: Prikazani so rezultati dviga pH pri prehodu iz obmocja Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC, med simulacijo nizkega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od ¢asa. Znak |
prikazuje, da pri doloceni casovni tocki ni bil izmerjen pH.

Cas pH
[min] Nd1 Nd2 Nd3 Nd4 Nd5 Nd6 Nd7 Nd8 Nd9 Nd10 | Ndl1l/a | Nd1l/
b
0 1,81 1,81 1,81 1,76 1,76 1,79 1,78 1,78 1,77 1,84 1,78 1,80
0,5 181 181 181 1,76 1,76 1,79 1,78 1,78 1,77 1,84 1,78 1,80
1 1,81 1,81 1,81 1,76 1,76 1,79 1,78 1,78 1,77 1,84 1,78 1,80
15 181 181 181 1,76 1,76 1,79 1,78 1,78 1,77 1,84 1,78 1,80
2 1,82 181 181 1,76 1,76 1,88 1,78 1,78 1,77 1,84 1,78 1,81
25 1,9 1,88 1,88 / 1,84 2,11 1,86 1,85 1,77 1,87 1,87 1,88
3 2,18 2,23 2,15 2,15 2,08 3,14 2,06 1,97 1,85 1,93 2,15 2,14
& 2,33 2,68 2,75 2,70 2,72 4,84 2,44 2,22 / 2,10 2,74 2,73
4 2,69 3,09 3,18 3,29 34 512 3,24 2,80 2,1 2,9 3,59 3,61
4,5 2,86 3,30 / 3,48 4,69 5,25 3,83 4,37 2,65 5,17 4,22 4,20
5 3,08 3,52 / 3,82 5 5,26 4,31 4,93 4,1 5,39 4,77 4,78
519 / / / / 5,17 / 4,65 5,17 4,21 / 4,97 4,97
6 3,63 / / / 5,23 5,36 4,84 / 4,39 / 5,06 5,05
6,5 / 4,04 / / 53 / / / 4,55 / 512 5,13
7 / / / / 5,32 / / / 4,67 / 5,18 5,19
75 / / / / 5,35 / / / / / 5,18 5,19
8 / / / / / / / / 4,86 / 5,18 5,19

33




4.1.2.2 Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC
V preglednici XXXVII so predstavljeni poskusi simulacije dviga pH pri prehodu iz
proksimalnega dela v distalni del TC.

Preglednica XXXV I1: Prikazani so rezultati simulacije prehoda iz proksimalnega dela TC v distalni del TC, med simulacijo
nizkega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od casa. Znak / prikazuje, da pri doloceni casovni tocki ni
bil izmerjen pH.

Cas pH I Cas pH (nadaljevanje
[min] | [min] preglednice)
Npdl Npd2 Npd3 Npd4 Npd5/a Npds/b | Npd5/b
0 5,20 5,22 521 523 5,25 526 | 24 597
1 5,22 5,34 5,23 523 5,25 526 | 26 6,00
2 5,24 5,48 5,29 5,26 5,26 527 1 28 6,04
3 5,26 5,74 5,44 5,34 5,30 531 3 30 6,08
4 5,33 5,92 5,65 5,37 5,35 53 4 31 6,12
5 5,36 6,08 5,76 5,45 5,39 538 T 32 6,14
6 543 6,19 5,86 / 5,42 542 1 33 6,15
7 5,48 6,29 5,96 5,56 5,46 549 1 34 6,17
8 5,53 / 6,03 5,61 551 5562 1 35 6,18
9 5,58 6,42 6,10 5,68 5,55 / I 36 6,20
10 5,63 / 6,17 571 5,58 560 | 37 6,23
11 5,67 / 6,23 5,75 / / 1 38 6,24
12 571 6,54 6,29 / 5,63 564 y 39 6,25
13 / 6,56 6,32 5,83 5,67 / T 6,28
14 5,77 6,58 6,36 5,87 5,71 572 1 45 6,35
15 5,80 / / / 5,73 / I 50 6,41
16 / / / / 5,76 577 1 55 6,46
17 5,84 / / / 5,79 579 1 60 6,51
18 5,87 / / / 5,82 582 [ 65 6,55
19 / / / / / 587 | 70 6,57
20 / / / / / 580 | 75 6,58
22 / / / / / 592 | 80 6,60

4.1.2.3 Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona 5
V preglednici XXXVIII so predstavljeni poskusi simulacije padca pH pri prehodu iz TC v

proksimalni del kolona.

Preglednica XXXVI11: Prikazani so rezultati simulacije padca pH iz TC v proksimalni del kolona, med simulacijo nizkega
profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od casa. Znak / prikazuje, da pri doloceni casovni tocki ni bil

izmerjen pH.
Cas pH 7 Cas pH (nadaljevanije preglednice)

[min] Np1 Np2 Np3/a Np3/b  § [min] Npl Np2 Np3/a Np3/b
0 6,58 6,57 6,61 6,64 ! 19 5,14 5,18 5,16 5,15
1 6,58 6,57 6,61 6,64 ! 20 5,12 5,17 511 511
2 6,58 / 6,59 6,61 1 21 511 5,17 5,09 5,09
3 6,49 6,50 6,48 6,47 | 22 511 5,17 5,08 5,07
4 6,32 6,32 6,30 6,26 | 23 511 5,17 5,07 5,05
5 6,17 6,12 6,15 6,13 | 24 5,11 5,18 5,05 5,03
6 6,01 / 5,99 6,00 1 25 511 5,18 5,03 5,01
7 5,90 5,88 5,86 5,89 i 26 5,11 5,18 5,00 4,99
8 5,81 576 5,79 5,79 : 27 511 5,19 4,99 4,98
9 5,71 5,66 5,60 5,67 : 28 5,12 5,19 4,97 4,95
10 5,62 / 5,62 5,58 ! 29 5,12 5,19 4,95 4,93
11 5,52 551 5,50 551 i 30 5,13 5,19 4,93 491
12 5,46 544 5,44 5,45 1 32 / 5,20 / 4,90
13 5,40 / 5,41 539 1 34 / 5,20 / 4,89
14 5,35 534 5,35 5,34 | 36 / 5,20 / 4,88
15 5,30 5,29 5,32 5,30 1 38 / 5,21 / 4,87
16 5,26 5,25 5,27 5,26 1 40 / 5,21 / 4,87
17 5,21 5,22 5,24 5,22 i 45 / 5,21 / 4,86
18 5,18 518 5,20 5,19 : 50 / / / 4,85

4.1.2.4 Simulacija celotnega nizkega profila
V preglednici XXXIX so predstavljeni poskusi simulacije celotnega nizkega profila pH.
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Preglednica XXXIX: Prikazani so rezultati simulacije celotnega nizkega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v
odvisnosti od ¢asa. Navedene so tudi povprecne (povp.) vrednosti pH Nc3 paralelk in RSD vrednosti. Znak / prikazuje, da
pri doloceni casovni tocki ni bil izmerjen pH.

g:: pH Cas pH (nadaljevanje preglednice)
] Ncl | Nc2 | Nc3/ [ Nc3/ | Nc3/ | Povp | RSD | ™™ ['Ncl | Nc2 | Nc3/ | Nc3 | Nc3/ | Povp | RSD
a b c Nc3 [%0] a b © Nc3 [%0]

0 177 {180 | 180 | 1,80 | 181 | 180 | 032 | 90 / 6,08 | 611 | 611 | 6,09 | 610 | 0,19
1 1,77 | 180 | 180 | 1,80 | 1,81 | 180 | 032 | 92 / 612 | 612 | 613 | 610 | 612 | 0,25
15| 177 | 180 | 180 | 1,80 | 1,81 | 180 | 032 | 93 | 627 | 614 | 613 | 613 | 611 | 612 | 0,19
2 177 {180 | 180 | 1,80 | 182 | 181 | 064 | 94 | 628 | 615 | 615 | 6,16 | 612 | 614 | 0,34
25| 177 | 187 | 185 | 187 | 188 | 187 | 082 | 95 | 629 | 617 | 616 | 618 | 613 | 616 | 041
3 212 | 210 | 212 | 210 | 212 | 211 | 055 | 9 | 631 | 618 | 6,18 | 620 | 615 | 618 | 041
35| 268 | 270 | 2,71 | 269 | 269 | 270 | 043 | 97 | 632 | 620 | 620 | 620 | 617 | 619 | 0,28
4 353 | 354 | 357 | 354 | 355 | 355 | 043 | 98 | 635 | 623 | 622 | 624 | 619 | 622 | 040
45| 417 | 421 | 420 | 417 | 419 | 419 | 036 | 99 | 636 | 624 | 624 | 6,24 | 621 | 623 | 028
5 475 | 475 | 477 | 475 | 477 | 476 | 0,24 | 100 | 6,37 | 625 | 625 | 6,27 | 6,23 | 625 | 032
55 | 493 | 493 | 497 | 493 | 494 | 495 | 042 | 102 | 639 | 6,29 | 6,28 | 629 | 628 | 628 | 0,09
6 503 | 504 | 505 | 507 | 505 | 506 | 023 | 104 | 641 | 632 | 632 | 632 | 631 | 632 | 0,09
65| 511 | 511 | 513 | 511 | 512 | 512 | 0,20 | 106 | 644 | 635 | 632 | 636 | 634 | 634 | 0,32
7 517 | 517 | 519 | 517 | 517 | 518 | 0,22 | 108 | 645 | 638 | 6,35 | 639 | 636 | 637 | 0,33
8 517 | 518 | 519 | 517 | 517 | 518 | 0,22 | 110 / 6,40 | 637 | 644 | 638 | 640 | 0,59
9 518 | 518 | 520 | 518 | 518 | 519 | 0,22 | 115 | 6,50 | 645 | 641 | 645 | 643 | 643 | 0,31
10 | 518 | 519 | 520 | 519 | 519 | 519 | 0,11 | 120 | 654 | 6,50 | 646 | 651 | 648 | 648 | 0,39
12 | 519 | 519 | 521 | 520 | 520 | 520 | 0,11 | 125 | 6,55 | 654 | 648 | 654 | 650 | 651 | 047
14 | 519 | 520 | 522 | 522 | 522 | 522 | 0,00 | 130 | 6,57 | 6,56 | 650 | 655 | 653 | 653 | 0,39
16 | 519 | 521 | 522 | 522 | 523 | 522 | 0,11 | 140 | 6559 | 6,60 | 653 | 660 | 656 | 656 | 054
18 | 520 | 521 | 522 | 523 | 523 | 523 | 0,11 | 150 | 6,61 | 662 | 658 | 6,61 | 657 | 659 | 032
20 | 522 | 521 | 523 | 524 | 523 | 524 | 011 | 170 | 6,63 | 664 | 660 | 663 | 661 | 661 | 023
25 | 523 | 522 | 524 | 525 | 524 | 525 | 0,11 | 190 | 6,63 | 6,64 | 663 | 663 | 662 | 6,63 | 0,09
30 | 525 | 522 | 524 | 526 | 525 | 525 | 0,19 | 200 | 6,64 | 664 | 663 | 664 | 662 | 663 | 0,15

35 | 526 | 523 | 524 | 527 | 525 | 526 | 0,29 | 202 | 6,64 | 6,64 / / / / /
40 | 527 | 524 | 525 | 527 | 526 | 527 | 0,19 | 203 | 6,61 / / / / / /
45 | 528 | 525 | 525 | 528 | 527 | 527 | 0,29 | 204 | 647 / / / / / /
50 | 528 | 526 | 526 | 528 | 527 / 0,19 | 205 | 6,26 / / / / / /
52 | 529 / / / / / / 206 | 6,13 | 6,14 / / / / /
53 | 529 / / / / / / 207 | 6,00 | 607 | 6,63 | 665 | 662 | 663 | 0,23
54 | 532 / / / / / / 208 | 589 | 59 | 6,63 | 665 | 662 | 663 | 0,23
55 | 534 | 526 | 526 | 528 | 527 | 527 | 0,19 | 209 | 5,79 / 659 | 661 | 65 | 659 | 0,38
56 | 5,36 / / / / / / 210 | 5,67 / 648 | 650 | 646 | 648 | 0,31
58 | 543 / / / / / / 211 | 5,58 / 6,30 | 632 | 629 | 630 | 0,24
59 | 549 / / / / / / 212 | 551 | 559 | 615 | 617 | 6,14 | 615 | 0,25

60 | 551 | 526 | 527 | 529 | 527 | 528 | 022 | 213 | 545 | 552 | 6,00 | 599 | 597 | 599 | 026
61 | 555 | 526 | 527 | 529 | 527 | 528 | 0,19 | 214 | 539 / 586 | 587 | 585 | 586 | 0,17
62 | 558 | 526 | 528 | 530 | 528 | 529 | 022 | 215 | 534 | 540 | 578 | 580 | 578 | 579 | 0,20
63 / 526 | 530 | 533 | 528 | 530 | 047 | 216 | 530 | 535 | 565 | 567 | 565 | 566 | 0,20
64 / 527 | 533 | 536 | 530 | 533 | 057 | 217 | 526 | 532 | 562 | 562 | 559 | 561 | 031
65 / 531 | 537 | 538 | 534 | 536 | 039 | 218 | 522 | 528 | 556 | 556 | 552 | 555 | 042
66 / 536 | 543 | 543 | 539 | 542 | 043 | 219 | 5,19 / 547 | 547 | 542 | 545 | 0,53
67 | 575 | 538 | 545 | 545 | 543 | 544 | 021 | 220 / 525 | 541 | 541 | 539 | 540 | 0,21
68 / 542 | 549 | 549 | 547 | 548 | 0,21 | 221 | 511 / 535 | 534 | 532 | 534 | 0,29
69 | 580 | 549 | 553 | 552 | 551 | 552 | 018 | 222 | 505 | 518 | 532 | 531 | 530 | 531 | 0,19
70 / 552 | 555 | 555 | 555 | 555 | 0,00 | 223 / / 527 | 528 | 527 | 527 | 011
71 / 557 | 559 | 559 | 561 | 560 | 021 | 224 | 505 | 513 | 521 | 524 | 524 | 524 | 0,00
72 | 589 | 560 | 560 | 560 | 563 | 561 | 031 | 225 / 511 | 517 | 520 | 520 | 520 | 0,11
73 / 564 | 564 | 564 | 565 | 564 | 0,10 | 226 | 501 | 507 | 514 | 518 | 517 | 517 | 0,11
74 | 594 | 569 | 568 | 568 | 569 | 568 | 010 | 227 / 504 | 510 | 514 | 514 | 514 | 0,00
75 / 572 | 574 | 574 | 573 | 574 | 0,10 | 228 | 498 | 502 | 508 | 511 | 511 | 511 | 0,11
76 | 594 | 575 | 578 | 578 | 575 | 577 | 030 | 229 / 498 | 507 | 509 | 509 | 509 | 011
77 / 577 | 580 | 580 | 578 | 579 | 0,20 | 230 | 493 | 497 | 505 | 506 | 505 | 506 | 0,20
78 | 6,02 / 583 | 583 | 580 | 582 | 030 | 232 / 493 | 503 | 505 | 503 | 504 | 0,23

79 / / 585 | 585 | 583 | 584 | 020 | 234 / 491 | 500 | 503 | 502 | 503 | 011
80 | 605 | 587 | 588 | 588 | 586 | 587 | 020 | 236 | 489 | 489 | 49 | 499 | 500 | 500 | 012
81 / / / / / / / 238 | 488 | 487 | 494 | 496 | 498 | 497 | 0,23
82 | 608 | 592 | 593 | 596 | 593 | 594 | 0,29 | 240 / 485 | 489 | 494 | 494 | 494 | 0,00
83 / / / / / / / 250 | 483 | 484 | 486 | 487 | 488 | 487 | 012
84 | 611 | 597 | 598 | 598 | 596 | 597 | 019 | 260 | 481 | 484 | 482 | 483 | 483 | 483 | 0,00
85 | 6,13 / / / / / / 270 | 480 | 484 | 481 | 482 | 481 | 481 | 012
86 / 6,00 | 602 | 604 | 600 | 602 | 033 | 280 / / 480 | 480 | 480 | 480 | 0,00
88 | 618 | 6,04 | 606 | 608 | 605 | 606 | 025 | 290 / / 480 | 480 | 480 | 480 | 0,00
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4.1.3 Srednji profil

4.1.3.1 Simulacija dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC pri srednjem profilu
V preglednici XL so predstavljeni poskusi simulacije dviga pH pri prehodu iz Zelodca v

dvanajstnik ter simulacija pH proksimalnega dela TC.

Preglednica XL: Prikazani so rezultati dviga pH pri prehodu iz obmodja Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC, med simulacijo srednjega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od casa.

Cas pH i Cas pH (nadaljevanje
[min] r [min] preglednice)
Sdi/a Sdi/b : Sdi/a Sdi/b
0 1,61 1,60 T 7 5,86 5,88
1 1,61 1,60 I 75 5,90 5,91
15 1,61 1,60 I 3 593 592
2 1,61 1,60 I 85 593 5,92
2,5 1,61 1,62 I o 593 5,92
3 1,68 1,69 95 5,94 5,93
35 1,81 1,84 L 10 5,94 593
4 2,45 2,49 p 1 5,95 5,94
45 4,49 451 g 12 5,96 5,94
5 5,58 5,61 . 13 5,96 5,95
55 5,73 5,74 T 14 597 5,95
6 5,79 5,81 I 15 598 5,96
6,5 5,84 5,86 |

4.1.3.2 Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC
Simulacija dviga pH je bila razdeljena na dva dela, dvig pH do prvega platoja in dvig pH do

drugega platoja pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC. V preglednici XLI so
predstavljeni poskusi simulacije dviga pH do prvega platoja in v preglednici XLII dviga pH

do drugega platoja pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC.

Dviqg pH do prvega platoja (do vrednosti pH med 6.9 in 7,0):

Preglednica XLI: Prikazani so rezultati simulacije dviga pH do prvega platoja, pri prehodu iz proksimalnega dela TC v
distalni del TC, med simulacijo srednjega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od ¢asa. Preglednica se
nadaljuje na naslednji strani. Znak / prikazuje, da pri doloceni casovni tocki ni bil izmerjen pH.

Cas pH
[min] | Sppdl | Sppd2 | Sppd3 | Sppd4 Sppd5 Sppd6é | Sppd7/a | Sppd7/b
0 5,99 6,03 6,03 6,02 5,95 6,01 6,03 6,00
1 6,00 6,04 6,03 6,02 5,94 6,01 6,03 6,00
2 6,01 6,03 6,03 6,02 5,94 6,04 6,03 6,00
3 6,06 / 6,10 6,03 5,96 6,07 6,10 6,10
4 6,14 6,08 6,25 6,04 5,98 6,19 6,13 6,11
) / 6,17 6,35 6,06 6,01 6,24 6,16 6,15
6 6,30 6,25 6,47 6,10 6,04 6,33 6,19 6,17
7 6,35 6,30 / 6,14 6,06 6,41 6,23 6,20
8 6,41 6,35 / 6,18 6,09 6,49 6,26 6,23
9 6,46 6,40 / 6,22 6,11 / 6,28 6,26
10 6,51 6,45 / 6,25 6,13 6,57 6,30 6,28
11 6,56 6,49 / 6,29 6,15 6,59 6,33 6,30
12 6,62 6,52 / 6,31 6,16 6,61 6,36 6,34
13 6,65 6,55 / 6,35 6,18 6,66 6,38 6,35
14 / 6,60 / 6,38 6,20 6,72 6,40 6,38
15 6,72 6,61 / 6,40 6,22 6,78 6,42 6,39
16 / 6,64 / 6,42 6,23 6,83 6,43 6,41
17 6,78 6,65 / 6,45 6,24 6,86 6,44 6,43
18 6,82 6,68 / 6,47 6,26 6,87 / 6,46
19 6,83 6,70 / 6,49 6,27 6,89 / 6,49
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Nadaljevanije preglednice XLI

Cas pH

[min] Sppd1 Sppd2 Sppd3 Sppd4 Sppd5 Sppd6 Sppd7/a Sppd7/b
20 6,85 6,72 / 6,50 6,28 6,92 6,51 6,52
22 6,90 6,77 / 6,53 6,31 6,92 6,56 6,55
24 6,94 6,81 / 6,73 6,41 6,93 6,61 6,59
26 6,96 6,84 / 6,85 6,54 6,94 6,65 6,62
28 6,98 6,87 / 6,93 6,65 6,95 6,69 6,66
30 6,98 6,90 / 6,99 6,77 6,96 6,72 6,69
32 6,98 6,91 / 7,05 6,82 / 6,74 6,71
34 / 6,93 / 7,05 / / 6,78 6,74
36 / / / / / / 6,81 6,77
38 / / / / / / 6,82 6,80
40 / / / / / / 6,84 6,82
42 / / / / / / 6,86 6,83
44 / / / / / / 6,88 6,85
46 / / / / / / 6,90 6,87

Dvig pH do prvega platoja (do vrednosti pH med 7.5 in 7,6):

Preglednica XLI1: Prikazani so rezultati simulacije dviga pH do drugega platoja, pri prehodu iz proksimalnega dela TC
v distalni del TC, med simulacijo srednjega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od c¢asa. Znak /
prikazujev, da pri doloceni casovni tocki ni bil izmerjen pH.

Cas pH ! Cas pH (nadaljevanje preglednice)
[min] Sdpdl Sdpd2 Sdpd3 Sdpd4/a Sdpd4/b 1 [min] Sdpd3 Sdpd4/a | Sdpd4/b
0 7,08 7,07 6,96 6,96 698 1 13 741 7,34 7,35
1 7,08 7,07 6,96 6,96 698 [ 14 / 7,35 7,37
2 7,08 7,07 6,97 6,97 698 | 15 7,44 7,37 7,39
3 7,08 7,07 / 7,00 699 | 16 7,45 7,39 7,41
4 7,08 7,08 7,10 7,04 7,03 ] 17 7,47 7,40 741
5) 7,09 7,08 7,15 7,10 7,08 i 18 7,48 7,41 7,42
6 7,09 7,09 7,18 7,14 7,12 : 19 7,50 7,43 743
7 7,10 7,09 7,21 7,17 7,16 I 20 7,52 7,44 7,44
8 7,10 7,10 7,25 7,21 7,20 ! 22 7,54 7,45 7,45
9 / 7,10 7,29 / 7,24 I 24 7,56 7,46 747
10 / 7,11 7,32 7,26 7,27 I 2 7,57 7,48 7,48
11 / 7,12 7,36 7,30 730 | 28 7,58 7,51 7,49
12 / 7,13 7,39 7,32 733 | 30 7,59 7,53 7,51

4.1.3.3 Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona
V preglednici XLIII so predstavljeni poskusi simulacije padca pH pri prehodu iz TC v
proksimalni del kolona.

Preglednica XLI11: Prikazani so rezultati simulacije padca pH pri prehodu iz 7C v proksimalni del kolona, med simulacijo
srednjega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v odvisnosti od ¢asa. Znak [ prikazuje, da pH pri doloceni casovni
tocki ni bil izmerjen.

Cas pH | Cas pH (nadaljevanje preglednice)
[min] Spl Sp2 Sp3la Sp3/b g [min] Sp3/a Sp3/b
0 7,58 7,62 7,53 757 17 6,50 6,49
1 7,58 7,62 7,53 757 . 18 6,45 6,42
2 7,52 7,62 7,53 757 T 19 6,41 /

3 7,28 7,58 743 7,55 I 20 6,36 6,33
4 7,04 7,53 7,38 7,45 I 22 6,28 6,30
5 6,79 7,46 / 7,35 I 2 6,21 /

6 6,59 7,42 7,21 7,17 I 26 6,22 6,23
7 6,44 7,37 713 713 I 28 6,26 6,24
8 6,27 7,32 7,05 / [ 30 6,26 6,24
9 6,17 727 6,99 7,00 Y 6,27 6,27
10 6,00 / 6,91 6,96 L 34 6,28 6,29
1 / / / 6,89 HIEED 6,30 6,31
12 / / 6,78 6,80 T 38 6,31 6,32
13 / / / / LIN) 6,32 6,34
14 / / 6,68 6,68 I 45 6,35 6,35
15 / / 6,61 / I 50 6,37 6,38

4.1.3.4 Simulacija celotnega srednjega profila
V preglednici XLIV so predstavljeni poskusi simulacije celotnega srednjega profila pH.
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Preglednica XLIV: Prikazani so rezultati simulacije celotnega srednjega profila. Rezultat simulacije je vrednost pH v
odvisnosti od casa. Navedene so tudi povprecne (povp.) vrednosti Sc2 paralelk in RSD vrednosti. Preglednica se nadaljuje
na naslednji strani. Znak / prikazuje, da pri doloceni casovni tocki ni bil izmerjen pH.

Cas pH § Cas pH (nadaljevanije preglednice)

(minl 51 T sc2fa | Sc2/ | Sc2/ | Povp. | RSD § ™M TSt [ sc2/ | sc2/ | Sc2/ | Povp. | RSD
b © Sc2 [%0] a b c Sc2 [%0]

0 1,58 1,60 1,59 1,60 1,60 0,36 92 6,68 | 6,73 | 6,67 6,67 6,69 0,52
1 1,58 1,60 1,59 1,60 1,60 0,36 94 6,71 | 6,75 | 6,71 6,71 6,72 0,34
2 1,58 1,60 1,59 1,60 1,60 0,36 96 / 6,78 | 6,73 6,71 6,74 0,53
25 1,58 1,60 1,61 1,60 1,60 0,36 98 6,78 | 682 | 6,77 6,76 6,78 0,47
3 1,65 1,68 1,67 1,68 1,68 0,34 100 / 6,84 | 6,79 6,80 6,81 0,39
35 1,79 181 1,80 181 181 0,32 105 6,87 | 684 | 684 6,85 6,84 0,08
4 2,42 2,46 2,46 2,48 2,47 0,47 108 6,99 | 688 | 687 6,89 6,88 0,10
4,5 4,56 4,42 4,44 4,46 4,44 0,45 109 706 | 689 | 6,88 6,89 6,89 0,10
5 5,54 5,56 5,58 5,57 5,57 0,18 110 713 | 690 | 6,90 6,90 6,90 0,00
55 5,70 5,70 5,75 5,76 5,74 0,56 111 719 | 691 | 691 6,91 6,91 0,00
6 5,81 5,77 5,79 5,78 5,78 0,17 112 722 | 692 | 693 6,92 6,92 0,00
6,5 5,81 5,83 5,84 5,83 5,83 0,10 113 726 | 692 | 693 6,92 6,92 0,00
7 5,82 5,86 5,88 5,89 5,88 0,26 115 / 6,92 | 6,94 6,92 6,93 0,17
75 5,86 5,90 5,90 591 5,90 0,10 116 735 | 693 | 694 6,92 6,93 0,14
8 5,88 5,90 5,93 5,92 5,92 0,26 117 740 | 6,97 | 698 6,96 6,97 0,14
8,5 5,90 5,93 5,93 5,92 5,93 0,10 118 / 7,02 | 7,03 7,02 7,02 0,08
9 591 5,94 5,94 5,94 5,94 0,00 119 745 | 7,06 | 7,06 7,05 7,06 0,08
9,5 5,93 5,95 5,96 5,94 5,95 0,17 120 / 710 | 7,11 7,10 7,10 0,08
10 5,96 5,95 5,96 5,95 5,95 0,10 121 / 714 | 7,14 7,13 7,14 0,08
12 5,99 5,98 5,98 5,98 5,98 0,00 122 749 | 718 | 7,18 7,17 7,18 0,08
14 6,00 6,02 6,01 6,02 6,02 0,10 123 750 | 721 | 7,22 7,21 7,21 0,08
16 6,01 6,02 6,03 6,03 6,03 0,10 124 751 | 724 | 7,24 7,23 7,24 0,08
18 6,02 6,03 6,04 6,05 6,04 0,17 125 752 | 727 | 127 7,25 7,26 0,16
20 6,04 6,05 6,04 6,05 6,05 0,10 126 753 | 731 | 731 7,30 7,31 0,08
22 6,04 6,05 6,04 6,05 6,05 0,10 127 754 | 733 | 7,33 7,32 7,33 0,08
24 6,04 6,05 6,04 6,05 6,05 0,10 128 755 | 735 | 7,35 7,34 7,35 0,08
26 6,04 6,06 6,04 6,06 6,05 0,19 129 / 7,36 | 7,36 7,35 7,36 0,08
28 6,04 6,06 6,05 6,06 6,06 0,10 130 / 738 | 7,39 7,38 7,38 0,08
30 6,04 6,06 6,05 6,07 6,06 0,17 131 756 | 740 | 741 7,40 7,40 0,08
35 6,05 6,07 6,06 6,07 6,07 0,10 132 757 | 741 | 741 741 741 0,00
40 6,05 6,08 6,06 6,08 6,07 0,19 133 757 | 742 | 742 7,42 7,42 0,00
50 6,06 6,08 6,07 6,08 6,08 0,10 134 757 | 743 | 742 7,42 742 0,08
60 6,06 6,08 6,08 6,09 6,08 0,09 135 757 | 744 | 744 7,43 7,44 0,08
67 6,06 6,08 6,09 6,10 6,09 0,16 136 757 | 745 | 745 7,44 745 0,08
68 6,06 6,08 6,09 6,10 6,09 0,16 137 757 | 747 | 746 7,46 7,46 0,08
69 6,08 6,09 6,09 6,10 6,09 0,09 138 758 | 748 | 7,46 7,46 747 0,15
70 6,10 6,13 6,11 6,12 6,12 0,16 139 758 | 750 | 747 7,47 748 0,23
71 6,13 6,16 6,15 6,13 6,15 0,25 140 758 | 751 | 749 7,50 7,50 0,14
72 6,16 6,20 6,19 6,15 6,18 0,43 142 758 | 751 | 7,50 7,51 7,51 0,08
73 6,20 6,23 6,21 6,21 6,22 0,19 144 758 | 752 | 751 7,53 7,52 0,13
74 6,23 6,26 6,23 6,24 6,24 0,24 146 758 | 752 | 751 7,53 7,53 0,13
75 6,26 6,29 6,26 6,28 6,28 0,24 148 758 | 753 | 7,52 7,54 7,53 0,13
76 6,29 6,32 6,29 6,32 6,31 0,27 150 758 | 754 | 751 7,54 7,53 0,23

77 6,32 6,34 6,32 6,33 6,33 0,6 1 160 759 | 756 | 7,52 7,55 7,54 0,28
78 6,34 6,36 6,34 6,34 6,35 018 I 165 / 757 | 7,52 7,55 7,55 0,33
79 6,36 6,38 6,36 6,39 6,38 024 | 170 / 7,57 | 7,58 7,56 7,55 0,28
80 6,38 6,41 6,38 6,40 6,41 0,16 | 175 / 7,57 | 7,53 7,56 7,55 0,28
81 6,41 6,45 6,43 6,41 6,43 0,31 ] 180 / 757 | 7,54 7,57 7,56 0,23
82 6,42 6,48 6,44 6,44 6,45 0,36 J 185 / 7,57 | 7,56 7,57 7,57 0,08
83 6,44 6,53 6,45 6,46 6,48 0,67 g 186 / 757 | 7,56 7,57 7,57 0,08
84 / 6,55 6,47 6,48 6,50 064 187 / 7,57 | 7,57 7,57 7,57 0,00
85 6,51 6,59 6,51 6,51 6,53 053 , 188 / 735 | 7,37 7,35 7,36 0,16
86 6,53 6,61 6,54 6,54 6,56 062 T 189 / 717 | 7,11 7,17 7,19 0,24
87 6,55 6,63 6,56 6,56 6,58 061 I 190 / 7,13 / 7,13 7,12 0,30
88 6,59 6,65 6,59 6,58 6,61 057 1 191 / 7,00 | 6,98 7,00 7,00 0,22
89 6,61 6,68 6,61 6,59 6,63 071 | 192 / 6,96 | 6,95 6,98 6,96 0,22
90 6,63 6,70 6,63 6,62 6,65 066 ] 193 / 6,89 | 6,89 6,89 6,89 0,00
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Nadaljevanje preglednice XLIV

Cas pH [ Cas pH (nadaljevanije preglednice)
[minl ™5e1 T sc2/ | sc2/ | sc2/ | Povp. | RsD I MM [TSc1 [ sc2/ [ sc2/ | Sc2/ | Povp. | RSD

a b c Sc2 [%] | a b c Sc2 [%0]
194 / 6,80 6,81 6,81 6,81 0,08 I 214 / 6,34 6,35 6,34 6,34 0,09
195 / / 6,76 6,74 6,75 0,21 I 215 / 6,35 6,35 6,34 6,35 0,09
196 / 6,68 6,69 6,66 6,68 0,23 | 216 / 6,35 6,36 6,35 6,35 0,09
197 / 6,61 6,63 6,60 6,61 0,23 | 217 / 6,36 6,37 6,36 6,36 0,09
198 / 6,56 6,56 6,56 6,56 0,00 i 218 / 6,37 6,37 6,37 6,37 0,00
199 / 6,53 6,50 / 6,52 0,33 : 219 / 6,38 6,38 6,38 6,38 0,00
200 / 6,49 6,49 6,49 6,50 0,09 : 220 / 6,40 6,40 6,40 6,40 0,00
201 / 6,42 6,41 6,42 6,44 0,09 ! 222 / 6,40 6,40 6,40 6,40 0,00
202 / 6,38 6,37 6,38 6,38 0,09 1 204 / 6,41 6,41 6,41 6,41 0,00
203 / 6,33 6,33 6,33 6,33 0,00 I 226 / 6,42 6,42 6,43 6,42 0,09
204 / 6,30 6,29 6,30 6,30 0,09 I 228 / 6,44 6,45 6,45 6,45 0,09
205 / 6,27 6,27 6,27 6,27 0,00 I 230 / 6,45 6,46 6,46 6,46 0,09
207 / 6,24 6,24 6,24 6,24 0,00 | 235 / 6,46 6,49 6,46 6,47 0,27
208 / 6,25 6,26 6,25 6,25 0,09 | 240 / 6,47 6,49 6,48 6,48 0,15
209 / 6,27 6,28 6,27 6,27 0,09 i 245 / 6,47 6,49 6,50 6,49 0,24
210 / 6,28 6,29 6,28 6,28 0,09 : 250 / 6,49 6,50 6,50 6,50 0,09
211 / 6,29 6,29 6,28 6,29 0,09 : 260 / 6,49 6,50 6,50 6,50 0,09
212 / 6,31 6,30 6,30 6,30 0,09 ! 270 / 6,50 6,50 6,50 6,50 0,00
213 / 6,32 6,33 6,32 6,32 0,09 ! 280 / 6,50 6,50 6,50 6,50 0,00

4.2 Pufrska kapaciteta
Rezultati meritev pufrskih kapacitet so predstavljeni v preglednicah XLV — LIII za vse tri

simulirane profile pH. Navedene so vrednosti pufrske kapacitete, obmo¢je spremembe pH

in volumen dodane 0,1 M HCI pri dolo¢enem ¢asovnem intervalu.

4.2.1 Visok profil
V preglednicah XLV — XLVII so predstavljene vse meritve pufrske kapacitete v sklopu

visokega profila.

Preglednica XLV: Predstavljeni so rezultati pufrske kapacitete merjeni pri krajsih ¢asovnih intervalih, med simulacijo
visokega profila. Poleg vrednosti pufrske kapacitete, je podano obmocje spremembe pH in skupen volumen dodane 0,1 M

HCl v vsakem ¢asovnem intervalu. Preglednica se nadaljuje na naslednji strani.

Paralelka PKV/a PKV/b
Cas [min] Pufrska kapaciteta Pufrska kapaciteta
[mmol/l/ApH] [mmol/l/ApH]
Obmodje Volumen Obmodje pH Volumen
pH dodane 0,1 dodane 0,1
M HCI [pl] M HCI [pl]

0-5min 49.88 50.36

200-181 | 1150 197-177 | 1150
5—10 min 2.22 231

596576 | 50 576550 | 60
10— 15 min 3.12 3.35

6.02-582 | 60 611-591 | 65
15— 20 min 3.92 3.99

628608 | 80 623-6.03 | 80
20 — 40 min 430 421

6.39-622 | 290 636615 | 350
40 — 60 min 441 434

646625 | 380 6.45-625 | 350
60 — 80 min 4,50 4,65

650 —6.27 | 370 651-631 | 370
80— 85 min 431 5.95

670649 | 90 6.64 644 | 120
85— 90 min 5.02 6.95

6.81 6,61 | 100 679659 | 140
90— 100 min 527 7.20

6,90 — 6,69 220 6,89 — 6,68 310
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Nadaljevanje preglednice XLV
Paralelka PKV/a PKV/b
Cas [min] Pufrska kapaciteta Pufrska kapaciteta
[mmol/l/ApH] [mmol/l/ApH]
Obmocje Volumen Obmodje pH Volumen
pH dodane 0,1 dodane 0,1
M HCI [pl] M HCI [pl]
100 — 105 min 6.03 781
715-6.95 | 120 719-699 | 160
105 — 110 min 498 6.89
729-7.09 | 100 730-7.10 | 140
110 — 120 min 3.19 5.88
753-733 | 130 755-735 | 240
120 — 140 min 301 5.02
782-759 | 270 779-759 | 420
140 — 160 min 2.79 465
795-775 | 220 792-772 ] 380
160 — 180 min 253 4.80
797777 | 200 7.96-776 | 390
180 — 200 min 2.44 462
7.99-7.80 | 180 8.01-782 | 360
200 — 220 min 2.32 4.49
8.03-7.83 | 180 8.05-7.85 | 360
220 — 240 min 2.19 4.44
804-784 | 180 806786 | 360
240 — 245 min 6.78 10.11
791-771 | 120 7.80-769 | 200
245 — 250 min 7.74 12.01
751-731 | 160 754-734 | 250
250 — 260 min 14.23 15.10
711-691 | 580 712-692 | 600
260 — 280 min 15.50 15.34
679-659 | 1300 6.83-663 | 1300
280 — 300 min 15.74 15.88
657-637 | 1350 655-635 | 1300

Preglednica XLV1: Predstavijeni so rezultati merjenja pufiske kapacitete pri daljsih casovnih intervalih, med simulacijo
visokega profila. Poleg vrednosti pufiske kapacitete, je podano obmocje spremembe pH in skupen volumen dodane 0,1 M
HCl v vsakem casovnem intervalu.

Paralelka PKV/c PKV/d
Cas [min] Pufrska kapaciteta Pufrska kapaciteta
[mmol/l/ApH] [mmol/l/ApH]
Obmodje Volumen Obmodje pH Volumen
pH dodane 0,1 dodane 0,1
M HCI [ul] M HCI [p]
0— 10 min 14.03 1458
549529 | 600 551-531 | 610
10 — 20 min 3.86 3.68
6,09-589 | 160 612-592 | 160
20 — 40 min 421 4,16
634-614 | 335 633-614 | 320
40— 60 min 445 441
644625 | 350 642-622 | 350
60 — 80 min 4,68 471
649 -6.29 | 380 648628 | 380
80 — 100 min 6.81 711
671651 | 550 669648 | 600
100 — 120 min 6.22 6.57
734714 | 500 732-712 | 540
120 — 140 min 5.29 541
780759 | 440 778-756 | 480
140 — 160 min 4,99 5.08
795775 | 400 794774 | 420
160 — 180 min 471 4,86
798778 | 380 800-7.80 | 380
180 — 200 min 451 4,44
8.02-782 | 350 802-7.81 | 350
200 — 220 min 446 430
8.04—7.84 | 340 804-784 | 350
220 — 240 min 4,30 429
8.05-7.85 | 340 804-783 | 350
240 — 260 min 10.79 10.97
729-7.09 | 850 725-705 | 900
260 — 280 min 1478 15,02
674-653 | 1300 672-652 | 1350
280 — 300 min 15.91 15.88
656636 | 1300 657-637 | 1350
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Preglednica XLVII: Pufrske kapaciete uporabljenih medijev za simulacijo visokega profila. Medij A:B predstavlja
volumsko razmerje med obema izbranima MclIP-med medijem A (MclIP 6,4 (15%)) in medijem B (MclIP 8,1 (15x)).

Medij Pufrska kapaciteta [mmol/lI/ApH]
Mcllvainov pufer 6,4 (15x)-A 4,38
A:B=3:1 7,74
Mcllvainov pufer 8,1 (7x)-B 4,31
Mcllvainov pufer 6,5 (4x) 16,48

4.2.2 Nizek profil
V preglednicah XLVIII — L so predstavljene vse meritve pufrske kapacitete v sklopu

simulacije nizkega profila.

Preglednica XLVIII: Predstavljeni so rezultati pufrske kapacitete merjeni pri krajsih casovnih intervalih, med simulacijo
nizkega profila. Poleg vrednosti pufiske kapacitete, je podano obmocje spremembe pH in skupen volumen dodane 0,1 M
HCl v vsakem casovnem intervalu.

Paralelka PKN/a | Paralelka PKN/a (nadaljevanje
1 preglednice)
Cas [min] Pufrska kapaciteta | Cas [min] Pufrska kapaciteta
[mmol/l/ApH] 1 [mmol/l/ApH]
Obmodje Volumen § Obmodje Volumen
pH dodane 0,1 | pH dodane 0,1
M HCI [I] I M HCI [pl]
0-5min 81.26 § 120 — 140 min 5,82
1.88- 168 | 2000 ¢ 652632 | 460
5— 10 min 251 I 140 — 160 min 597
455435 | 50 1 659 6.36 | 480
10 — 15 min 3.02 ] 160 — 180 min 5.42
5.05-4.85 | 60 1 6.60 - 6.40 | 440
15 — 20 min 335 180 — 200 min 545
522-502 | 65 1 661641 | 420
20 — 40 min 4.24 | 200 - 210 min 6.60
52-507 | 350 ] 556536 | 260
40 — 60 min 452 3 210 — 220 min 9.33
532-512 | 350 1 549529 | 380
60 — 65 min 4,96 1 220 — 240 min 1288
535-515 | 100 | 529-500 | 1000
65 — 70 min 550 I 240 — 260 min 14,77
539 519 | 110 - 488-468 | 1200
70— 90 min 515 1 260 — 280 min 14.90
591-571 | 400 1 483-463 | 1200
90 — 100 min 521 I 280 — 300 min 15,23
6.19-599 | 210 F 481-461 | 1200
100 — 120 578
min 6,42— 6,22 | 460

Preglednica XLIX: Predstavijeni so rezultati merjenja pufrske kapacitete pri daljsih ¢asovnih intervalih, med simulacijo
nizkega profila. Poleg vrednosti pufiske kapacitete, je podano obmocje spremembe pH in skupen volumen dodane 0,1 M
HCl v vsakem ¢asovnem intervalu. Preglednica se nadaljuje na naslednji strani.

Earalelka PKN/b PKN/c
Cas [min] Pufrska kapaciteta Pufrska kapaciteta
Obmodje Volumen Obmocdje pH Volumen
pH dodane 0,1 dodane 0,1
M HCI [ul] M HCI [ul]
0— 10 min 19.19 19.05
433-412 | 850 433-412 | 900
10 — 20 min 315 334
519-499 | 120 519-499 | 125
20 — 40 min 442 4,76
527-507 | 340 527-507 | 335
40— 60 min 487 4,86
530511 | 380 530-511 [ 390
60 — 80 min 5.05 512
551531 | 400 551-531 [ 410
80— 100 min 516 5.30
6.01-581 | 420 601-581 [ 410
100 — 120 min 5.50 5.64
638618 | 440 638-618 | 450
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Nadaljevanie prealednice XL IX
Fjaralelka PKN/b PKN/c
Cas [min] Pufrska kapaciteta Pufrska kapaciteta
Obmodje Volumen Obmocje pH Volumen
pH dodane 0,1 dodane 0,1
M HCI [ul] M HCI [ul]

120 — 140 min 5.36 5.70

647 —6.26 | 450 647 -626 | 450
140 — 160 min 572 572

659 639 | 460 659639 | 460
160 — 180 min 5.87 5.79

662642 | 460 662642 | 460
180 — 200 min 6.19 6.38

6.64—6.44 | 500 664-644 | 520
200 — 220 min 9.99 10.26

588568 | 800 588-568 | 850
220 — 240 min 12,50 1214

526-506 | 1000 526-506 | 1000
240 — 260 min 1491 14.90

489-469 | 1200 489-468 | 1200
260 — 280 min 15.05 15.10

481-461 [ 1300 481-461 | 1350
280 — 300 min 1531 15.37

480-460 [ 1300 480-460 | 1350

Preglednica L: Pufrske kapaciete uporabljenih medijev za simulacijo nizkega profila. Medij A:B predstavlja volumsko
razmerje med obema izbranima MclIP-med medijem A (MclIP 5,2 (8x)) in medijem B (MclIP 6,6 (15x%)).

Medij Pufrska kapaciteta [mmol/l/ApH]
Mcllvainov pufer 5,2 (8x)-A 4,76
A:B=3:1 4,78
Mcllvainov pufer 6,6 (15x)-B 5,31
Mcllvainov pufer 4,8 (2x) 15,71

4.2.3 Srednji profil
V preglednicah LI — LIl so predstavljene vse meritve pufrske kapacitete v sklopu

simulacije srednjega profila.

Preglednica LI: Predstavljeni so rezultati pufrske kapacitete merjeni pri krajsih casovnih intervalih, med simulacijo
srednjega profila. Poleg vrednosti pufiske kapacitete, je podano obmodje spremembe pH in skupen volumen dodane 0,1 M
HCl v vsakem ¢asovnem intervalu.

Paralelka PKS/a I Paralelka PKS/a (nadaljevanje
| preglednice)
Cas [min] Pufrska kapaciteta | Cas [min] Pufrska kapaciteta
[mmol/l/ApH] 1 [mmol/l/ApH]
Obmodje pH Volumen i Obmodje pH Volumen
dodane 0,1 dodane 0,1
M HCI [ul] I M HCI [ul]
0—5min 45,67 ] 110 —120 min 6.25
174159 | 720 4 698677 | 260
5—10 min 2.65 T 120 - 130 min 6.44
588-568 | 50 1 722-7.02 | 260
10 — 15 min 3.98 ] 130 — 140 min 6.51
595-575 | 80 1 739-719 | 260
15 — 20 min 452 4 140 — 160 min 6.88
6.00-5.80 | 90 i 750-7.30 | 550
20 — 40 min 4,68 I 160 — 180 min 6.91
605-58 | 380 | 754-734 | 560
40— 60 min 4,99 3 180 — 190 min 8.68
6.06 586 | 400 o 734714 | 350
60 — 65 min 5.10 1 190 — 200 min 11,01
608-588 | 100 | 675-655 | 450
65 — 70 min 5.65 ] 200 — 210 min 13,55
610-590 | 120 1 642-622 | 550
70 — 75 min 5.98 1210220 min 14.47
620-6.00 | 120 | 631-611 | 600
75— 80 min 6.42 | 220 — 240 min 15.41
643622 | 130§ 645-625 | 1200
80— 90 min 6.50 3 240 — 260 min 15.60
6.46 - 6.26 | 130 1 652-632 | 1300
90— 110 min 6.39 I 260 - 280 min 16.71
671651 | 480 1 650-630 | 1300
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Preglednica LI1: Predstavijeni so rezultati merjenja pufrske kapacitete pri daljsih casovnih intervalih, med simulacijo
srednjega profila. Poleg vrednosti pufrske kapacitete, je podano obmocje spremembe pH in skupen volumen dodane 0,1 M
HCl v vsakem casovnem intervalu.

Paralelka PKS/b PKS/c
Cas [min] Pufrska kapaciteta Pufrska kapaciteta
[mmol/l/ApH] [mmol/l/ApH]
Obmodje Volumen Obmocje pH Volumen
pH dodane 0,1 dodane 0,1
M HCI [ul] M HCI [ul]
0— 10 min 28.12 2831
568-548 | 1200 567-547 | 1150
10 — 20 min 3.99 3.40
598579 | 160 599-579 | 150
20 — 40 min 4.46 473
6.05 -5.85 | 360 6.04-584 | 380
40— 60 min 450 523
6.07 588 | 380 6.06-585 | 400
60 — 80 min 552 5.35
6.23—6.03 | 440 622-602 | 440
80 — 100 min 6.16 6.06
6.55—6.35 | 500 655-635 | 480
100 — 120 min 6.22 6.11
691671 | 500 693-6.73 | 480
120 — 140 min 6.59 6.730
732-711 | 560 733-713 | 560
140 — 160 min 6.93 7.05
751-731 ]| 560 751-731 | 560
160 — 180 min 713 7.22
755-735 | 560 756736 | 570
180 — 200 min 11.69 12.00
675655 | 950 676 -656 | 1000
200 — 220 min 1371 13.99
646626 | 1150 6.44-624 | 1150
220 — 240 min 1476 14,55
6.44-624 | 1200 645-625 | 1200
240 — 260 min 1512 1553
653-633 | 1250 654-634 | 1250
260 — 280 min 15.79 15.97
650-630 | 1250 649-629 [ 1350

Preglednica LIII: Pufrske kapaciete uporabljenih medijev za simulacijo srednjega profila. Medij A:B predstavlja
volumsko razmerje med obema izbranima McllP-med medijem A (Mcll 6,0 (10x)) in medijem B (Mcll 7,0 (10x)), medij
C:D predstavlja volumsko razmerje med obema izbranima MclIP-med medijem C (Mcll 8,1 (7%)) in medijem D (Mcll 7,6
(10x)).

Medij Pufrska kapaciteta [mmol/lI/ApH]
Mcllvainov pufer 6,0 (10x)-A 4,99

A:B=1:3 6,84

Mcllvainov pufer 7,0 (10x)-B 6,26

C:D=1:5 5,86

Mcllvainov pufer 8,1 (7x)-C 4,31

Mcllvainov pufer 7,6 (10x)-D 6,39

Mcllvainov pufer 5,2 (2x) 16,85

Mcllvainov pufer 6,5 (4x) 16,48

4.3 Umeritvene premice
Medije, ki smo uporabili za simulacijo profilov smo zmesali z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1

in meSanici pripravili umeritvene premice, ki so predstavljene v preglednici LIV.

Preglednica LIV: Enacbe umeritvenih premic meSanic, ki smo jih pripravili iz spodaj navedenih medijev in 0,1 M NaOH,
v razmerju 1:1. V enacbi znak y predstavlja izmerjeno absorbanco, znak x pa koncentracijo Na-DF [mg/I].

Mediji redéeni z 0,1 M NaOH v razmerju 1:1 Enac¢ba umeritvene premice | Pearsonov koeficient korelacije R?

Mcllvainov pufer 6,4 (15x) y=0,0321x-0,0062 0,9996
Mcllvainov pufer 8,1 (7x) y=0,0318x+0,0053 0,9995
Mcllvainov pufer 6,5 (4x) y=0,0316x+0,0127 0,9995

30 mM HCI y=0,0321x+0,0044 0,9998
Mcllvainov pufer 5,2 (8%) y=0,0322x+0,0044 0,9998
Mcllvainov pufer 6,6 (15%) y=0,0323x-0,0113 0,9997
Mcllvainov pufer 4,8 (2x) y=0,0317x+0,0055 0,9994

50 mM HCI y=0,0315x-0,00004 0,9999
Mcllvainov pufer 6,0 (10%) y=0,0319x-0,0048 0,9999
Mcllvainov pufer 7,6 (10%) y=0,0323x-0,0021 0,9999
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4.4 Poskusi spros¢anja

4.4.1 SproScanje v zaporedju medijev, ki simulirajo visok profil pH
V preglednici LV so rezultati spro$canja tablet H, v preglednici LV1 pa rezultati tablet HL,

med simulacijo visokega profila.

Preglednica LV: Rezultati poskusa sproscanja tablet z oznako H, med simulacijo visokega profila. V preglednici je
prikazan % sproscene ZU pri doloceni casovni tocki, podano je povprecje paralelk ter RSD. Poleg poimenovanja paralelk
so navedene oznake pretocnega_sistema, na katerem je bil poskus izvajan.

Cas [min] % spros¢ene ZU RSD [%]
VsH/a VsH/b VsH/c Povpredje
G2 G1 G2
0 0 0 0 0 0
20 0,114 0,114 0,114 0,114 0,144
40 0,539 0,547 0,536 0,541 1,000
60 2,206 2,306 2,244 2,252 2,260
80 4,995 5,250 5,069 5,105 2,570
100 8,357 8,767 8,400 8,508 2,647
120 11,955 12,594 11,976 12,175 2,984
140 15,687 17,078 15,933 16,233 4,574
160 20,178 22,182 20,556 20,972 5,077
180 24,469 26,595 24,850 25,305 4,482
200 28,194 30,151 28,578 28,974 3,578
220 31,499 33,405 31,853 32,252 3,143
240 34,461 36,263 34,795 35,173 2,726
260 37,142 38,828 37,410 37,793 2,397
280 39,642 41,237 39,872 40,250 2,141
300 41,967 43,543 42,200 42,570 1,998
320 43,982 45,553 44,212 44,582 1,904
340 45,663 47,200 45,752 46,205 1,867
360 47,100 48,616 47,185 47,634 1,789
380 48,228 49,692 48,294 48,738 1,697

Preglednica LVI: Rezultati poskusa sprosc¢anja tablet z oznako HL, med simulacijo visokega profila. V preglednici je
prikazan % sproscene ZU pri doloceni casovni tocki, podano je povprecje paralelk ter RSD. Poleg poimenovanja paralelk
so navedene oznake pretocnega sistema, na katerem je bil poskus izvajan.

Cas [min] % sproséene ZU RSD [%]
VsHL/a VsHL/b VsHL/c VsHL/d Povpredje
G2 Gl Gl M1

0 0,000 0,000 0,000 0 0 0
20 0,113 0,113 0,114 0,114 0,114 0,468
40 0,780 0,930 1,763 1,104 1,266 34,714
60 3,192 4,124 4,230 3,958 4,104 3,334
80 7,420 8,785 8,524 8,580 8,630 1,590
100 12,144 13,764 13,236 13,662 13,554 2,065
120 17,583 19,111 18,725 19,112 18,983 1,174
140 24,714 25,963 25,944 25,345 25,750 1,365
160 30,992 32,543 32,321 31,341 32,068 1,996
180 36,138 37,730 37,540 36,386 37,219 1,954
200 40,736 42,288 42,179 40,632 41,700 2,221
220 44,723 46,375 46,237 44,515 45,709 2,268
240 48,632 50,249 50,162 48,073 49,495 2,489
260 52,114 53,738 53,681 51,430 52,950 2,486
280 55,492 57,138 57,184 54,650 56,324 2,574
300 58,531 60,254 60,282 57,693 59,410 2,502
320 61,443 63,157 63,226 61,223 62,535 1,818
340 64,184 65,970 66,066 63,865 65,300 1,905
360 66,613 68,383 68,521 66,256 67,720 1,875
380 68,947 70,829 70,897 68,551 70,092 1,904
400 / / / 70,702 / /
420 / / / 72,751 / /
440 / / / 74,675 / /
460 / / / 76,464 / /
480 / / / 78,124 / /
500 / / / 79,685 / /
520 / / / 81,182 / /
540 / / / 82,564 / /
560 / / / 83,928 / /
580 / / / 85,169 / /
600 / / / 86,309 / /
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4.4.2 SproScanje v zaporedju medijev, ki simulirajo nizek profil pH
V preglednici LVII so rezultati spros¢anja tablet H, v preglednici LVIII pa rezultati tablet

HL, med simulacijo nizkega profila.

Preglednica LVII: Rezultati poskusa sproscanja tablet z oznako H, med simulacijo nizkega profila. V preglednici je
prikazan % sproscene ZU pri doloceni casovni tocki, podano je povprecje paralelk ter RSD. Poleg poimenovanja paralelk
so navedene oznake pretocnega_sistema, na katerem je bil poskus izvajan.

Cas [min] % sproscene ZU RSD [%0]
NsH/a NsH/b NsH/c NsH/d Povpredje
G2 G2 G2 G2
0 0 0 0 0 0 0
20 0,067 0,077 0,059 0,075 0,068 12,929
40 0,239 0,209 0,187 0,232 0,212 12,445
60 0,469 0,417 0,419 0,458 0,435 6,774
80 0,737 0,823 0,856 0,986 0,806 7,636
100 1,375 1471 1,549 1,677 1,465 5,950
120 2,483 2,352 2,450 2,559 2,428 2,801
140 4,033 3,634 3,821 3,849 3,829 5,217
160 6,097 5,576 5,845 5,883 5,839 4,457
180 8,770 8,381 8,652 9,128 8,601 2,322
200 11,912 11,798 11,956 12,029 11,889 0,683
220 15,213 15,461 15,662 15,514 15,445 1,456
240 18,714 19,344 18,899 19,083 18,986 1,706
260 22,326 22,793 22,910 22,678 22,676 1,362
280 25,248 25,995 26,025 25,585 25,756 1,710
300 26,660 27,389 27,535 26,938 27,194 1,724
320 27,457 28,144 28,418 27,835 28,006 1,768
340 28,025 28,649 28,957 28,370 28,544 1,664
360 28,524 29,079 29,517 28,837 29,040 1,713
380 28,987 29,485 30,151 29,271 29,541 1,977
400 29,627 29,891 30,648 29,687 30,055 1,762

Preglednica LVIII: Rezultati poskusa sproscanja tablet z oznako HL, med simulacijo nizkega profila. V preglednici je
prikazan % sproscene ZU pri doloceni casovni tocki, podano je povprecje paralelk ter RSD. Poleg poimenovanja paralelk
so navedene oznake pretocnega sistema, na katerem je bil poskus izvajan.

Cas [min] % sproséene ZU RSD [%]
NsHL/a NsHL/b NsHL/c NsHL/d Povpredje
G2 G1 Gl Gl

0 0 0 0 0 0 0
20 0,158 0,142 0,159 0,104 0,141 18,502
40 0,440 0,418 0,443 0,339 0,410 11,831
60 0,736 0,706 0,740 0,628 0,703 7,389
80 1,900 1,477 1,911 1,735 1,756 11,540
100 2,987 2,457 3,004 2,810 2,815 9,018
120 4,051 3,501 4,074 3,806 3,858 6,921
140 5,422 4,798 5,452 5,281 5,238 5,779
160 7,810 7,223 7,854 8,182 7,767 5,140
180 11,683 11,500 12,105 13,061 12,087 5,765
200 16,819 16,575 17,596 18,795 17,446 5,727
220 22,998 22,675 24,014 25,063 23,687 4,560
240 29,060 28,952 30,354 31,314 29,920 3,766
260 35,252 35,564 36,768 37,886 36,368 3314
280 42,042 41,252 41,963 42,406 41,916 1,151
300 44,284 43,698 44,066 44,482 44,132 0,761
320 45,888 45,457 45,566 46,038 45,737 0,594
340 47,229 46,716 46,796 47,406 47,037 0,709
360 48,288 47,747 47,846 48,600 48,120 0,825
380 49,343 48,688 48,781 49,811 49,156 1,066
400 49,750 49,588 49,673 50,985 49,999 1,321
420 / / / 52,202 / /
440 / / / 53,750 / /
460 / / / 54,926 / /
480 / / / 56,125 / /
500 / / / 57,177 / /
520 / / / 58,393 / /
540 / / / 59,624 / /
560 / / / 60,723 / /
580 / / / 61,636 / /
600 / / / 62,566 / /
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4.4.3 SproScanje v zaporedju medijev, ki simulirajo srednji profil pH
V preglednici LIX so rezultati spro$¢anja tablet H, v preglednici LX pa rezultati tablet HL,

med simulacijo srednjega profila.

Preglednica LIX: Rezultati poskusa sproscanja tablet z oznako H, med simulacijo srednjega profila. V preglednici je
prikazan % sproscene ZU pri doloceni casovni tocki, podano je povprecje paralelk ter RSD. Poleg poimenovanja paralelk
so navedene oznake pretocnega_sistema, na katerem je bil poskus izvajan.

Cas [min] % sproscene ZU RSD [%0]
SsH/a SsH/b SsH/c SsH/d SsH/e SsH/f SsH/g Povpredje
G2 G1 G2 G1 G2 G2 G2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0,116 0,084 0,099 0,083 0,080 0,075 0,113 0,088 19,398
40 0,278 0,247 0,266 0,214 0,198 0,199 0,213 0,206 4,094
60 0,495 0,471 0,511 0,436 0,370 0,380 0,376 0,390 7,883
80 0,723 0,800 0,821 0,686 0,557 0,576 0,567 0,597 10,056
100 0,978 1,115 1,162 1,072 0,894 0,964 0,946 0,969 7,708
120 1,475 1,746 1,845 1,938 1,535 1,660 1,533 1,667 11,425
140 1,855 2,897 3,325 3,737 2,554 3,063 3,002 3,089 15,805
160 2,522 4,589 5,000 5,428 3,808 4,573 4,438 4,562 14,625
180 3,730 6,484 6,798 7,124 5,230 6,253 6,070 6,169 12,598
200 5,704 8,847 9,002 9,420 7,268 8,495 7,858 8,260 11,157
220 8,357 12,180 11,763 12,457 10,237 11,593 10,686 11,243 8,771
240 11,655 16,437 15,007 16,250 13,172 15,056 14,088 14,641 9,014
260 15,726 20,965 18,999 20,833 16,614 18,838 17,641 18,482 9,805
280 19,817 25,768 22,704 25,136 21,198 22,967 21,193 22,623 8,274
300 23,307 29,365 26,507 29,310 24,473 26,721 24,821 26,332 8,423
320 26,211 32,174 29,413 32,324 27,717 29,374 27,422 29,209 7,694
340 28,304 34,638 31,610 34,560 29,904 31,265 29,260 31,247 7,558
360 30,289 36,907 33,704 36,167 31,604 32,724 31,041 32,884 6,987
380 32,276 38,838 36,020 37,838 33,371 34,215 32,085 34,377 7,179
400 34,330 40,718 38,376 39,646 35,116 35,803 33,066 35,908 7,658
420 36,112 43,223 40,757 41,505 37,014 37,543 33,574 37,409 8,683

Preglednica LX:

so navedene oznake pretocnega sistema, na katerem je bil poskus izvajan.

Rezultati poskusa sproscéanja tablet z oznako HL, med simulacijo srednjega profila. V preglednici je
prikazan % sproscene ZU pri doloceni casovni tocki, podano je povprecje paralelk ter RSD. Poleg poimenovanja paralelk

Cas [min] % sproscene ZU RSD [%0]
SsHL /a SsHL/b SsHL/c SsHL/d Povprecje
G2 G1 G1 G2

0 0 0 0 0 0 0
20 0,148 0,120 0,153 0,118 0,130 15,202
40 0,441 0,375 0,443 0,369 0,396 10,417
60 0,817 0,697 0,800 0,679 0,725 8,973
80 1,225 1,117 1,186 1,093 1,132 4,261
100 1,741 1,649 1,594 1,617 1,620 1,720
120 3,294 2,950 3,125 2,897 2,990 3,988
140 5,833 5,755 5,200 5,659 5,538 5,358
160 8,200 8,562 8,172 8,423 8,386 2,359
180 10,674 11,410 11,339 11,227 11,325 0,813
200 14,688 15,136 15,338 14,897 15,123 1,461
220 20,144 20,463 20,562 20,143 20,390 1,075
240 26,737 26,088 26,513 25,682 26,094 1,592
260 33,335 33,014 33,160 32,502 32,892 1,050
280 40,913 39,986 40,214 39,368 39,856 1,099
300 46,881 45,867 45,924 45,160 45,651 0,932
320 52,241 50,905 51,004 50,121 50,677 0,955
340 56,631 55,743 55,914 54,886 55,515 0,993
360 60,062 59,200 59,341 58,291 58,944 0,967
380 63,361 62,628 62,703 61,665 62,332 0,929
400 66,680 65,994 66,008 64,980 65,661 0,898
420 69,877 69,299 69,271 68,235 68,935 0,880
440 / / / 71,089 / /
460 / / / 73,819 / /
480 / / / 76,387 / /
500 / / / 78,767 / /
520 / / / 80,872 / /
540 / / / 82,907 / /
560 / / / 84,864 / /
580 / / / 86,484 / /
600 / / / 88,128 / /
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5 Razprava

Sproséanje ZU iz trdnih FO je predpogoj, da pride do absorpcije ZU, zato je pomembno, da
se sprosti ¢im ve¢ ZU iz FO in se v ¢im ve¢ji meri absorbira ter posledi¢no pride do
ustreznega ucinka. Vplive na ucinkovito spro$¢anje moramo dobro preuciti, da lahko
pripravimo ustrezno sestavo tablet, ki bo omogocala sproS¢anje v ¢im veéjem obsegu, V
ustreznem Casu glede na vrsto spro$¢anja FO in na ustreznem mestu v GIT. Vpliv na
spros¢anje imajo lahko tudi Casi zadrzevanja v medijih, ki simulirajo GIT, zato je
pomembno, da se pri in vitro spros¢anjih, ¢im bolj priblizamo in vivo ¢asom zadrzevanja. V
sklopu magistrske naloge smo simulirali tri profile pH, ki so se med seboj razlikovali v ¢asih

zadrzevanja v obmo¢ju GIT in v vrednostih pH.

Profil pH je predstavljal vrednosti pH skozi celotni GIT — Zelodec, TC in kolon. Simulacijo
profila pH smo razdelili na tri dele; simulacija dviga pH pri prehodu iz zelodca v dvanajstnik
ter simulacija pH proksimalnega dela TC, simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega
dela v distalni del TC in simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona.
Po uspesni simulaciji posameznega dela profila pH, smo uporabljenim medijem izmerili
pufrsko kapaciteto. V primeru, da pufrska kapaciteta ni bila primerna, smo poskusali dobiti
ustrezno pufrsko kapaciteto z drugacno redcitvijo McIIP. Celotni profil pH smo sestavili iz
simuliranih posameznih delov profila. Z uporabljenimi MclIP lahko dobro simuliramo
vrednosti pH in pufrsko kapaciteto skozi celotni GIT. MclIP lahko pripravimo razli¢nih
vrednosti pH (od priblizno 2,0 do priblizno 8,0), kar nam omogoca spremljanje vpliva pH

na spro$¢anje skozi SirSe obmocje pH.
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5.1 Simulacija profilov pH
5.1.1 Visok profil pH

5.1.1.1 Simulacija dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC pri visokem profilu

Kot zacetni medij smo pri visokem profilu vedno uporabili 20 mM HCI [24]. pH ob prehodu
v dvanajstnik smo regulirali z izbiro koncentracije ali casom dovajanja NazPQOas. Priceli smo
100 s dovajati 90 mM NasPOs in ugotovili, da je to presibka koncentracija za ustrezno
simulacijo hitrega dviga pH, saj je bil pH po 8 minutnem dovajanju le 3,05. Zeleli smo dosegi
pH priblizno 6,0. Zato smo v naslednjih poskusih nadaljevali z dovajanjem visjih
koncentracij (100, 110 in 120 mM NasPO4). Ce smo raztopino NasPO4 dovajali dlje ¢asa,
smo imeli bolj strmo krivuljo nasas¢anja pH in obratno, ¢e smo NazPOs dovajali krajsi Cas.
Pri dovajanju neustrezne koncentracije ali ¢asa NasPOs4 smo poskus predhodno zakljuéili,
kadar je pH presegel ciljni pH 6,0 (Vd3,Vd6, Vd4 in Vd7) ali pa je bil naklon krivulje
prenizek in le-ta ne bi simuliral hitrega prehoda iz Zelodca v dvanajstnik (Vd1, Vd2, Vd5).
Slika 10 prikazuje krivulje vseh poskusov dviga pH.

7 vd1 7
6 vd2 6 FUTTTTTTPTTITReey Vd8/a
5 vds 5 I Vd8/b
vda /
4 4 1/ vds/c
o vds 5, /
5 vd6 / vdsg/d
vd7 2 ssssssseteieeriees S
1 L e In vivo
0 e /8/f 1 23
......... In vivo 0 2 4 6 8 10
0 Cas Fmin] 10 >3 €as [min]

Slika 10: Graficen prikaz simulacije dviga pH pri prehodu Slika 11: Graficen prikaz slabe ponovljivosti paralelk
iz Zelodca v dvanajstnik z vsemi uporabljenimi raztopinami p95kusa Vq8. S.cr.tkan‘o c;jmjepredstavljen in vivo profil pH,
NasPOa. Rdeca crta prikazuje uspesen poskus. S crtkano ki smo ga Zeleli simulirati [22].

¢rto je predstavljen in vivo profil pH, ki smo ga Zeleli

simulirati [22].

Pri primerjavi paralelk Vd8/a in Vd8/b, kjer smo dovajali enako koncentracijo in cas
raztopine NazPO4 smo opazili, da je slaba ponovljivost rezultatov. Za merjenje vrednosti pH
pri poskusih VVd8/a in Vd8/b smo uporabili enak pH meter, z enakimi elektrodami. Zato smo
naslednji dve paralelki izvedli na pH metru, s Cisto novo elektrodo, z namenom, da
izklju¢imo moznost vpliva razli¢nih elektrod na rezultate. Tudi paralelka VVd8/c in VVd8/d
se nista ujemali med seboj, niti z rezultati iz \Vd8/a ali Vd8/b, zato lahko izklju¢imo moznost

vpliva elektrode pH metra na slabo ponovljivost paralelk, ker se ob menjavi elektrode pH
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metra ne izboljSa ponovljivost. Slaba ponovljivost | 5
aralelk je prikazana na sliki 11. Pri paralelki VVd8/d | 6 —
p jep Y K—Vds/e
ey v . . . . . 5 >
Smo Uporabili sveze pripravljene raztopine in tudi / ;

L .. 4 ; — \/d8/f
tukaj je bila ponovljivost glede na ostale paralelke 3’& /_.-' vae!
slaba. Predvidevali smo, da je lahko razlog v | , / ._:". """"" '2“ ;WO
variabilnosti rezultatov, zaradi razli¢cne koli¢ine | 1

0 5 €as [min] 10

dovajane raztopine NasPOs, kIJUb temu, da smo Slika 12: Simulacija dviga iz Zelodca v dvanajstnik,

z uporabljeno dodatno cevko. Predstavljena sta
ustrezna poskusa simulacije. S Crtkano crto je

S PR ; H P H : predstavljen in vivo profil pH , ki smo ga Zeleli
bilo Ze uporabljeno pri predhodni diplomi [26] smo £ - 22

znotraj cevke, ki dovaja svez medij v delovno c¢aSo namestili dodatno ozko cevko.

vedno dovajali enako koli¢ino in enak ¢as. Kot je

Pomembno je bilo, da se dovodna cevka ni dotikala raztopine NazPOs, ampak samo dodatna
cevka. V primeru, da bi se medija dotikala tudi dovodna cevka bi lahko ponovno bili na
cevki ostanki raztopine NasPOa in bi prislo do sprememb pH medija, ki smo ga zamenjali z
NasPOs. Ob koncu dovajanja NasPO4 smo odstranili dodatno cevko s pomocjo pincete. Kot
jerazvidno iz slike 12, ki prikazuje rezultate paralelk VVd8/e in VVd8/f, smo z uporabo dodatne
cevke uspesno resili problem slabe ponovljivosti med poskusi. Glede na uspesen rezultat pri
Vd8/e in Vd8/f smo dodatno cevko uporabili pri vseh nadaljnjih poskusih simulacije
profilov in pri procesih sproscanja.

Pri uporabi dodatne cevke je bilo pomembno, da se je dodatna cevka odstranila iz dovodne
cevke ¢im hitreje in da smo ¢imprej zaceli z dovajanjem naslednjega medija. V¢asih se je
pojavil tudi zraéni mehuréek v dodatni cevki, kar je pomenilo, da se je v delovno caSo
precrpala manjSa koli¢ina NasPOa. Pri poskusih, kjer se je pojavil zracni mehurcek smo
poskuse predhodno zakljucili. Za vsak simuliran profil pH smo imeli druga¢no koncentracijo
NasPOj4, zato smo imeli za vsak profil pH svojo dodatno cevko, da ni prislo do kontaminacije
z neustrezno koncentracijo NasPOjs in posledi¢no sprememb v profilu pH.

Takoj po simulaciji hitrega dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik smo zeleli imeti
pH priblizno 6,0, ki pa naraste na priblizno 6,4 do 60. minute, od zacetka poskusa, kar pa
smo tudi dosegli pri poskusu Vd8/f, z dovajanjem 120 mM NaszPO4 91 s, sledilo pa mu je
dovajanje MclIP 6,4 (15%). Ob simulaciji prehoda v dvanajstnik je bil pH 5,97, pri 60. minuti
od zacetka poskusa pa smo dosegli pH 6,47, kar potrjuje, da smo izbrali pravilno
koncentracijo in ¢as dovajanja 120 mM NazPOys in pufer za simulacijo proksimalnega dela
TC; MclIIP 6,4 (15x).
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5.1.1.2 Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC

Ustrezno kombinacijo dveh MclIP (MclIP 6,4 (15%) in MclIP 8,1 (15x)) smo povzeli po
predhodni magistrski nalogi [24], spremenili smo le ¢as dovajanja, da je ustrezal izbranem
in vivo profilu. Pri meritvi pufrske kapacitete smo spremenili red¢itev MclIIP 8,1, saj je bila
prvotna (15x) neustrezna in smo jo spremenili na 7x red¢itev. MclIP 8,1 (7%) smo uporabili

pri simulaciji distalnega dela TC.

5.1.1.3 Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona

Pri predhodnih magistrskih nalogah [24,26] so uporabili za padec v kolon 0,85 % H3POas, s
katero so dosegli zelo hiter padec pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona. V sklopu
moje magistrske naloge smo Zeleli pri vseh simuliranih profilih doseci bolj postopen padec
pH z mediji, ki imajo hkrati ustrezne pufrske kapacitete za simulacijo obmoc¢ja kolona. Pri
poskusu Vp1 smo za simulacijo padca pH pri prehodu iz TC v kolon uporabili MclIP 6,8
(15%) in po 20 min zaceli z dovajanjem MclIP 6,4 (15x). Kot je razvidno iz slike 13 smo z
izbrano kombinacijo MclIP dobili krivuljo, ki bi morala za bolj$o simulacijo dose¢i bolj
strm padec. Pri poskusu Vp2 smo z uporabo MclIP 4,8 (2x) dosegli prestrmo krivuljo.
Uspesen je bil poskus Vp4/a,b, kjer je bil uporabljen MclIP 6,5 (4x%).

8.5 Vpl
8 Vp2
7.5
- Vp3
o
7 Vp4/a
6.5 ..... Vp4/b
6 — In vivo
240 260 . 280 300 320 23
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Slika 13: Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona. Rdeci in zeleni krivulji nakazujeta
ustrezni paralelki poskusa Vp4. S crtkano crto je predstavijen in vivo profil pH, ki smo ga Zeleli simulirati [22].

5.1.1.4 Simulacija celotnega visokega profila
Za uspes$no simulacijo celotnega profila zelimo poleg ustreznih vrednosti pH, simulirati tudi

ustrezne Case prehoda v obmocje GIT (¢as prehoda iz zelodca v dvanajstnik ter prehod v
kolon), ki smo jih dosegli z razli¢nimi ¢asi dovajanja ustreznih medijev za simulacijo pri
poskusih simulacije celotnega profila. Pomembno je, da imamo ¢as prehoda iz Zelodca v

IR

kjer so navedeni podatki o &asih prehoda [27]. Cas prehoda iz Zelodca v dvanajstnik je bil
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pri 30. minuti, ki smo ga v naem profilu tudi ustrezno dosegli. Cas prehoda v kolon je bil
naveden pri 267. min od zacetka poskusa (ko se nahajamo v obmocju Zelodca). Zaradi lazje
izvedbe ¢as simulacije prehoda v kolon prilagodimo in doseZemo pri 265. min. Pri poskusu
Vcl nismo dosegli ustreznih ¢asov prehoda, zato smo ¢ase dovajanja medijev spremenili in
uspesno simulirali pri poskusu V2 in ga uspesno ponovili pri treh paralelkah. Simuliran
celotni visok profil je predstavljen na sliki 14, na kateri je prikazan tudi in vivo individualni
profil, povzet po literaturi [22].

pH
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Slika 14: Primerjava in vitro simuliranega visokega profila pH (modra krivulja) z individualnim in vivo profilom pH (¢rna
krivulja), ki je bil povzet po literaturi [22]. Oznaka GET predstavlja cas izpraznitve Zelodca, CAT pa cas prihoda v cekum,
obe oznaki se nanasata na individualni in vivo profil [22].

5.1.2 Nizek profil pH

5.1.2.1 Simulacija dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC pri nizkem profilu
Obmocje zelodca smo simulirali S 30 mM HCI, kot je bilo ze izvedeno v predhodni
magistrski nalogi [24]. Z ustrezno koncentracijo in ustreznim ¢asom dovajanja NasPOs Smo
zeleli po simulaciji prehoda iz Zelodca v dvanajstniku doseci vrednosti pH med 5,1 in 5,3.
Pri poskusih simulacije hitrega dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik smo uporabili
najprej 170 mM (Nd1-6) in 150 mM NasPO4 (Nd7 in Nd8). Z njuno uporabo nismo
simulirali ustrezno hitrega dviga pH. V nadaljnjih poskusih smo uporabili 160 mM NasPOa,
ustrezen Cas dovajanja — 100 s smo dosegli pri poskusu Nd11, s katerim smo dosegli pH

5,18. Poleg neuspelih poskusov je na sliki 15 predstavljen tudi ustrezen poskus Nd11.
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Slika 15: Poskusi simulacije dviga pH pri
prehodu iz Zelodca v dvanajstnik. Barvne Crte
s pikami prikazujejo poskuse s 170 mM
NasPOs, crtkane crte s 150 mM NasPOs,
neprekinjena rdeca ¢rta pa prikazuje ustrezen
poskus simulacije dviga pH s 160 mM
NasPOs. S ¢rno crtkano érto je predstavijen in
vivo profil pH , ki smo ga Zeleli simulirati
[22].

5.1.2.2 Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC
Proksimalni del TC smo simulirali z McIIP 5,2 (8%), distalni del TC pa z McIIP 6,6 (15%).
Za simulacijo dviga pH iz proksimalnega dela v distalni del TC smo uporabili kombinacijo

dveh MclIP. S poskusom Npd2 in Npd3 smo dosegli previsoke vrednosti pH in posledi¢no

neustrezno simulacijo (pH bi moral med dovajanjem kombinacije dveh MclIP narasc¢ati od

priblizno 5,3 do 5,8). Enako kombinacijo MclIP, ki sta bila uporabljena pri simulaciji

proksimalnega dela TC in za simulacijo distalnega dela TC smo uporabili tudi pri nadaljnjih

poskusih Npd4 in Npd5/a in Npd5/b, razlikovali so se v volumskem razmerju in ¢asu

dovajanja. S paralelkama Npd5/a in Npd5/b se $e bolj priblizamo in vivo vrednostim pH.

Slika 16 prikazuje simulacijo dviga iz proksimalnega v distalni del TC.
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Slika 16: Simulacija dviga pH iz proksimalnega dela v
distalni del TC. Rdeca krivulja prikazuje ustrezen poskus;
Npd5/b. S crtkano crto je predstavijen in vivo profil pH, ki
smo ga zeleli simulirati [22].

Slika 17: Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v kolon.
Rdeci in zeleni krivulji nakazujeta ustrezni paralelki
poskusa Np3/a,b. S ¢rtkano crto je predstavijen in vivo profil
pH , ki smo ga zeleli simulirati [22].

5.1.2.3 Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona
Iz poskusa Vp2 (neustrezen poskus v sklopu simulacije padca pH pri prehodu iz TC v

proksimalni del kolona, pri visokem profilu) smo predvideli, da bi bil MclIP 4,8 (2x)
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ustrezen za simulacijo hitrega padca iz distalnega dela TC v kolon, saj so bile vrednosti pH
pri simulaciji podobne in vivo vrednostim pH v profilu. Zato smo ta pufer uporabili pri
simulaciji padca pH pri prehodu iz distalnega dela TC v kolon, pri nizkem profilu. Pri
poskusih Npl in Np2 smo po kon¢anem dovajanju MclIP 4,8 (2x) nadaljevali z zaporednim
dovajanjem MclIP 5,2 (2x), s katerim smo zeleli dose¢i konstantno vrednost pH v kolonu.
MclIP 4,8 (2x) in MclIP 5,2 (2x) smo dovajali v obeh poskusih razli¢no dolgo, ker pa smo
zeleli imeti samo en pufer za simulacijo padca pH, smo pri nadaljnjih poskusih uporabili le
MclIP 4,8 (2x), saj smo se z njegovo uporabo uspesneje priblizali in vivo vrednostim profila

pH. Poskusi simulacije padca pH pri prehodu v kolon so predstavljeni na sliki 17.

5.1.2.4 Simulacija celotnega nizkega profila
Iz $tudije [27] dobimo povpre¢ni podatek o ¢asu prehoda v dvanajstnik — 60. minuta, ki ga

v nasem profilu pH tudi dosezemo. Cas prehoda v kolon je pri 265. minuti [27], v
simuliranem profilu pH smo prehod v kolon simulirali pri 261. minuti. Pri poskusih Nc1l in
Nc2 smo medije simulirali pri razli¢nih ¢asih zadrzevanja v GIT, ki pa niso ustrezali, pri
posksu Nc3 smo vse izbrane medije simulirali ustrezen ¢as ter poskus Nc3 uspesno simulirali

v treh paralelkah. Simulacija celotnega nizkega profila je prikazana na sliki 18.
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Slika 18: Primerjava in vitro simuliraniega nizkega profila pH (rdeca krivulja) z in vivo profillom pH (¢rna krivulja), ki je
bil povzet po literaturi[22]. Oznaka GET predstavija cas izpraznitve zelodca, CAT pa cas prihoda v cekum, obe oznaki se
nanasata na individualni in vivo profil [22].
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5.1.3 Srednji profil pH

5.1.3.1 Simulacija dviga pH pri prehodu iz Zelodca v dvanajstnik ter simulacija pH
proksimalnega dela TC

pH v Zelodcu smo Zeleli imeti priblizno 1,6, zato smo uporabili 50 mM HCI, ker ustreza
zeljenemu pH [24]. V predhodni diplomski nalogi [24] je bila za simulacijo dviga iz zelodca
v dvanajstnik (iz pH priblizno 1,6 na 6,0) uporabljena 280 mM raztopina NasPO4 in smo jo
uporabili tudi mi. V dvanajstniku smo zeleli imeti pH priblizno 6,0. Pri simulaciji nasega
profila pH smo zaceli z dovajanjem 280 mM Na3zPQOg4, 100 s, nato pa nadaljevali z MclIP 6,0
(10x) in dosegli pH ob prehodu v dvanajstnik 5,88.

5.1.3.2 Simulacija dviga pH pri prehodu iz proksimalnega dela v distalni del TC

V obmo&ju TC se pojavita dva platoja dviga pH. Za simulacijo tega predela smo Zeleli
uporabiti ¢im manj pufrov. Tukaj je bilo kar nekaj tezav, saj pH v proksimalnem delu TC
najprej narasca in doseze prvi plato po priblizno 40. minuti (od zacetka naras¢anja pH v
obmod&ju proksimalnega dela TC), sledi postopno nara$¢anje do drugega platoja, zato se je
bilo tezje priblizati in vivo vrednostim. Potrebne so kombinacije ustreznih MclIP, saj z njimi
lahko ustrezno simuliramo postopen dvig pH vzdolz TC, kot smo to Ze simulirali pri visokem
in nizkem profilu pH. Simulacijo dviga pH iz proksimalnega dela v distalni del TC smo
uspesno simulirali z zaporednim dovajanjem medijev MclIP:

- kombinacijo dveh pufrov (v volumskem razmerju A:B=1:3, oznaka A predstavlja
MclIP 6,0 (10x), oznaka B pa MclIP 7,0 (10x%)), ki simulirata dvig pH do prvega
platoja pri poskusu Sppd7, zeleli smo doseci dvig pH priblizno iz vrednosti 6,0 na
6,5.

- sledi dovajanje pufra MclIP 7,0 (10x), ki simulira obmo¢je med prvim in drugim

platojem, z njegovo uporabo smo Zeleli doseci dvig pH priblizno iz 6,5 na 7,0.
- kombinacija drugih dveh pufrov (v volumskem razmerju C:D=1:5, oznaka C
predstavlja MclIP 8,1 (7x), oznaka D pa 7,6 (10x), ki simulirata dvig pH do drugega

platoja pri poskusu Sdpd4, Zeleli smo doseci dvig pH priblizno iz vrednosti 7,0 na
7,4.
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Poskusi simulacije dviga pH do prvega platoja so prikazani na sliki 19, dviga pH do drugega
platoja pa na sliki 20. Na slikah 19 in 20 so prikazani tudi neuspesni poskusi z neustreznim

pH MCcIIP in ¢asom dovajanja McIIP.

7.2 s | |76
7 Sppd2 7.5 %‘.ﬁ Sdpd1l
6.8 7.4 ..
Sppd3 73 // Sdpd2
16.6 Sppd4 7.2 /./.
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Slika 19: Simulacija dviga pH do prvega platoja. Rdeca  Slika 20: Simulacija dviga pH do drugega platoja. Rdeca
krivulja predstavlja ustrezen poskus. Crtkana crta  krivulja predstavlja ustrezen poskus. Crtkana crta
predstavlja in vivo individualni profil [23]. predstavlja in vivo individualni profil [23].

5.1.3.3 Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona
Skozi vse simulacije smo si zeleli uporabiti ¢im manjse Stevilo uporabljenih medijev in tako

enostavno simulirati profil pH. Kljub poskusu simulacije samo z enim MclIP in sicer; pri
poskusu Spl MclIP 4,8 (2x) in pri poskusu Sp2 smo uporabili MclIP 5,5 (4x), smo padec
uspesneje simulirali z dvema razlicnima McIIP, ki smo jih dovajali zaporedno — najprej
MclIP 5,2 (2x), nato §e MclIP 6,5 (4x), pri paralelkah Sp3/a in Sp3/b. Simulacije padca pH

pri prehodu iz distalnega dela TC v proksimalni del kolona so predstavljene na sliki 21.
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Slika 21: Simulacija padca pH pri prehodu iz TC v proksimalni del kolona. S crtkano crto je oznacen in vivo profil pH, ki
smo ga Zeleli doseci [23]. Rdeci in zeleni krivulji nakazujeta ustrezni paralelki poskusa Sp3/a,b.

5.1.3.4 Simulacija celotnega srednjega profila
Studija [23] navaja podatek o prehodu iz Zelodca v dvanajstnik pri 110. minuti, iz grafa lahko

odcitamo, da smo dosegli prehod iz Zelodca v dvanajstnik pri 111. minuti. Podatek o ¢asu
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prehoda v kolon je v $tudiji naveden pri 290. minuti [23], ki smo ga v naSem profilu uspesno
dosegli. Pri poskusu Sc1 si nismo izbrali ustrezne ¢ase dovajanja, so pa pripomogli k pravilni

izbiri pri posksu Sc2. Simuliran celotni srednji profil je prikazan na sliki 22.
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Slika 22: Primerjava in vitro simuliranega srednjega profila pH (zelena krivulja) z in vivo profilom pH (¢rna krivulja), ki
je bil povzet po literaturi [23]. Oznaka GET predstavija cas izpraznitve Zelodca, CAT pa cas prihoda v cekum, obe oznaki
se nanasata na individualni in vivo profil [23].

5.2 Pufrska kapaciteta
Iz predhodne magistrske naloge [24] smo povzeli fizioloske vrednosti pufrskih kapacitet v

GIT, ki so bile pridobljene iz literature ter redc¢itve ustreznih McIIP, uporabljenih pri
simulaciji profilov pH. Pufrske kapacitete pripravljenih MclIP smo preverili in po potrebi
ustrezno prilagodili s spremembo red¢itve MclIIP. Pri vseh simuliranih profilih pH so bile
ciljne vrednosti pufrske kapacitete v tankem ¢revesu med 4 in 8 mmol/l/ApH, v kolonu pa
okoli 15 mmol/I/ApH [24].

Po ustrezni simulaciji celotnega visokega profila pH smo zeleli preveriti e ustreznost
pufrske kapacitete skozi simulacijo celotnega profila in smo ugotovili, da MclIP 8,1 (15x%)
nima ustrezne pufrske kapacitete. MclIP 8,1 (15x) je bil uporabljen pri visokem profilu, za
simulacijo dviga pH iz proksimalnega in distalnega dela TC (uporabljen v kombinaciji z
McIIP 6,4 (15%)) ter za obmogje distalnega dela TC (uporabljen kot samostojni pufer).
Vrednost pufrske kapacitete v obmodcju distalnega dela TC pri simulaciji visokega profila in
samega pufra — MclIP 8,1 (15x) je bila priblizno 2 mmol/l/ApH, Ki pa ne ustreza zahtevam
pufrske kapacitete v TC (med 4 in 8 mmol/I/ApH).

S spremembo red¢itve MclIP 8,1 smo Zeleli spremeniti pufrsko kapaciteto. Neredéen MclIP

8,1 smo red¢ili 10x in smo izmerili pufrsko kapaciteto 3,375 mmol/l/ApH, kar $e vedno ni
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ustrezalo, zato smo neredé¢en MclIP 8,1 redcili 7%, ki je imel pufrsko kapaciteto 4,310
mmol/l/ApH in je ustrezala zeljenemu obmocju kapacitet. Zato smo v nadaljnjih poskusih
simulacije celotnega profila (Vc2/a, Vc2/b, Vc2/c) uporabili MclIP 8,1 (7x), namesto MclIP
8,1 (15x).

Neustreznost pufrske kapacitete McIIP smo odkrili Sele pri simulaciji celotnega visokega
profila, zato smo potek dela v izogib neustreznosti pufrske kapacitete MclIP pri nadaljnjih
simulacijah profilov pH izvedli malo drugace. Po uspesni simulaciji dolo¢enega dela profila
smo izmerili pufrsko kapaciteto posameznim ustreznim medijem MclIP in spremljali
njegovo ustreznost pufrske kapacitete ter imeli tako zagotovljeno ustreznost pufrske
kapacitete odvzetim vzorcem skozi celotni profil pH.

Pri vseh treh konénih simulacijah profilov pH vrednosti pufrske kapacitete ustrezajo. Vsi
prvi vzorci (¢asovni interval 0 —5 min ali 0 — 10 min) imajo zelo visoko pufrsko kapaciteto,
zaradi prisotnosti raztopine HCI in NasPQOs, kljub temu, da so bili odvzeti ob zacetku
dovajanja MclIP, s katerim smo pri¢eli simulirati proksimalni del TC. Na sliki 23 so

prikazani vsi trije profili pH, skupaj z graficno predstavitvijo vrednosti pufrskih kapacitet.
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Slika 23: Graficni prikaz simulacije vseh profilov pH (primarna os) in pufrskih kapacitet (sekundarna os, crtkane krivulje).
Pufiske kapacitete profila pH so oznacene z enako barvo kot simuliran profil pH (visok profil-zelena, nizek profil-rdeca,
srednji profil-modra).
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5.3 Poskusi spros¢anja
Za izvajanje spros¢anja smo uporabili dve vrsti ogrodni tablet; H in HL. Obe vrsti vsebujeta

enako koli¢ino Na-DF, razli¢no koli¢ino HPMC in magnezijevega stearata, tabletam HL je
dodana laktoza monohidrat. Tablete H in HL smo Zeleli primerjati pri poskusih sproscanja,

ki so bila izvedena v zaporedju medijev, s katerimi smo simulirali vse tri profile pH.

5.3.1 Ponovljivost poskusov spros§éanja

Pri poskusih sproscanja tablet z oznako H in HL med simulacijo visokega profila in nizkega
profila ter pri tabletah HL med simulacijo srednjega profila, je bila dobra ponovljivost med
paralelkami. Do odstopanja RSD je prislo le v zacetnih tockah, kjer pa je nizek %
spros¢enega Na-DF in se je lahko zaradi tega pojavila napaka merjenja na spektrofotometru.
Izvajanje poskusov sprosc¢anja v srednjem profilu s tabletami H je povzrocalo kar nekaj
tezav, saj je bila slaba ponovljivost med paralelkami, zato smo izvedli 7 paralelk (poskusi z
oznako SsH). Tablete uporabljene pri paralelki SsH/a, SsH/f (obe paralelki izvedeni na
preto¢nem sistemu G2) in SsH/d (paralelka izvedena na preto¢nem sistemu G1) so med
procesom spros$canja lebdele. Najdlje ¢asa je lebdela pri paralelki SsH/a, ki pa tudi najbolj
odstopa od paralelk izvedenih na pretoénem sistemu G2. Pri tabletah uporabljenih pri
paralelkah SsH/b (izvedena je bila na preto¢énem sistemu G1), SsH/c, SsH/e in SsH/g
(izvedene so bile na preto¢nem sistemu G2) ni bilo lebdenja.

Pri paralelkah SsH/b in SsH/d (izvedeni sta bili na pretoénem sistemu G1) je tableto
nenavadno obracalo tekom meSanja, ve€inoma se je pomikala proti sredini delovne ¢aSe,
véasih se je za trenutek tudi nalepila na odvodno cevko. Magnet v delovni ¢asi se ni ustrezno
gibal, tableta se je povzdigovala. Zaradi tega vzroka smo pri naslednjih poskusih zamenjali
magnetno mesalo in uspesno resili problem meSanja.

Najvecje variabilnosti pri poskusu SsH so bile med paralelkami, ki so bile izvedene na
razli¢nih pretoénih sistemih. Pri paralelkah spros¢anja SsH, ki so bile izvedene na preto¢nem
sistemu z oznako G1, je dosezen vecji % spro$¢ene ZU. Pri SsH/b in SsH/d (preto¢ni sistem
G1) smo proti koncu spros¢anja ugotovili, da je bil volumen medija v delovni ¢asi manjsi
od 40 ml. Pred naslednjo paralelko smo preverili e pretok na preto¢ni ¢rpalki, ki pa je bil
pri obeh paralelkah ustrezen. Manjsi volumen medija povzroc¢i vecjo koncentracijo ZU v
delovni ¢asi in posledi¢no tudi izracunan % spros¢ene ZU (definirano v enacbi 3 in 5).

Rezultati paralelk poskusa SsH so predstavljeni na sliki 24.
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Slika 24: Graficen prikaz % sproscéenega Na-DF pri paralelkah poskusa SsH, sproscanje tablet H, pri srednjem profilu.

Krivulji paralelk SsH/b in SsH/d sta oznacena s pikami, saj sta bili izvedeni na pretocnem sistemu G1, ostale paralelke pa
na G2.

5.3.2 Primerjava spros¢anj med profili

Pojavile so se razlike v % spro$¢ene ZU med tabletami serije H in serije HL ter med vsemi
tremi simuliranimi profili pH. Pri spros¢anju v zaporedju medijev, ki simulirajo vse tri
profile pH je razvidno, da v ¢asu, ko v sistem dovajamo HCI (pH~1,6 — 1,9), ki simulira
obmocje Zelodca, pri tej vrednosti pH do sproscanja Na-DF sploh ne pride. Vpliv na
spros¢anje Na-DF ima tudi ¢as zadrzevanja v Zelodcu, daljsi ¢as kot se zadrzuje tableta v
zelodcu, povzro€i, da se bo Na-DF zacel sproscati z zamikom, po prehodu v obmocje z
visjim pH-v obmogje TC, kar je vidno na grafu (slika 25, zelena krivulja-Sc2), kjer je
prikazana odvisnost pH od ¢asa in se kaze kot zamik krivulje. Pri simulaciji in vitro visokega
profila smo simulirali prehod tablete iz zelodca v dvanajstnik pri priblizno 30. minuti, pri
srednjem profilu priblizno po 110. minuti, pri nizkem profilu priblizno po 60. minuti. Kar
pomeni, da se pri srednjem profilu v TC Na-DF zaéne najkasneje spro$cati, saj se tableta
zadrzuje najdlje v Zelodcu, pri visokem profilu pa najhitreje, saj se tableta zadrzuje najkrajsi

¢as v zelodcu.

V obmogju TC pride do najvedje spremembe v % sproséenega Na-DF pri vseh treh profilih,
saj je pH od pKa Na-DF (pKa diklofenaka znasa 3,8 [20]) vecji za 2 enoti ali ve¢, razen pri
nizkem profilu, kjer je v proksimalnem delu TC pH okoli 5,2. Zato se v obmog&ju TC sprosti

najmanj Na-DF pri nizkem profilu. Simulacija prehoda skozi TC je najdaljsa pri visokem
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profilu, najkrajsa pa pri srednjem profilu, hkrati pa so pH vrednosti v obmo&ju TC najvisje
pri visokem profilu, kar privede do visjega % sprosc¢enega Na-DF pri visokem profilu glede
na sproscanje v ostalih profilih.

V obmo¢ju proksimalnega dela kolona prihaja do upada hitrosti spro§¢anja Na-DF iz tablet.
Do najvecjega zmanjsanja hitrosti sproscanja pride pri nizkem profilu, saj je pri tem profilu
vrednost pH v obmocju proksimalnega dela kolona 4,8. Ta vrednost pH je blizu vrednosti
pKa diklofenaka — 3,8 [20], zato je pri pH 4,8 del Na-DF v neionizirani obliki (10%) in je
spros¢anje posledi¢no upocasnjeno. Znizanje hitrosti spro$¢anja se opazi tudi na grafu, kot
prelomnica krivulje. Pri visokem in srednjem profilu prav tako pride do zmanjsanja hitrosti
spros¢anja v obmocju kolona, kljub temu, da je Na-DF v celoti v ionizirani obliki. Do
zmanj$anja hitrosti spro$¢anja pri visokem in srednjem profilu pride zaradi velike koli¢ine
ze sprosc¢enega Na-DF, vendar pocasneje kot pri nizkem profilu.

Pri procesih spros¢anja, kjer smo uporabili tablete HL, smo dosegli vec¢ji % spros¢ene ZU,
kot pri tabletah H. VVzrok je v sestavi PS (tabletam HL je bilo dodano 39,5 % polnila laktoza
monohidrat) in koli¢in PS (tablete H vsebujejo 75% HPMC, tablete HL pa 35%).
Povprecne vrednosti sproscanj tablet H in HL za vse tri simulirane profile pH so prikazane

na sliki 25.
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Slika 25: Rezultati povprecnih vrednosti spros¢anja Na-DF iz tablet H in HL za vse tri simulirane profile pH. Simulacija
visokega profila in sprosc¢anje pri visokem profilu je oznaceno z modro barvo, pri nizkem profilu z rdeco barvo, pri
srednjem profilu z zeleno barvo. Na primarni y 0si So navedene vrednosti pH, na sekundarni y osi je naveden % sproscene
ZU. Pri % sproscene ZU polna crta predstavija poskuse sproscanja s tabletami H, ¢rtkana crta pa s tabletami HL.
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Spro$¢anje Na-DF, Ki je trajalo 600 minut:

Za vse tri profile smo na koncu vseh poskusov spros$¢anj izvedli Se spro$¢anja s tabletami
HL, ki so trajala 600 minut, z namenom, da vidimo, kako simulacija daljSega zadrzevanja v
kolonu vpliva na spro$¢anje Na-DF. Vse predhodne poskuse spro$¢anj smo izvajali
priblizno 400 minut, Kjer je bil ¢as simulacije v obmocju proksimalnega dela kolona
priblizno 140 min. Pri in vivo pogojih v tem Casu $e ne pride do izlo¢anja tablete, saj se le-
ta pri in vivo pogojih lahko zadrzuje v kolonu $e kar nekaj ¢asa.

Od 400. minute dalje je najvecja razlika spros¢ene ZU med dvema zaporednima vzorcema
pri srednjem profilu, pri vseh treh profilih pa se razlika z vsakim nadaljnjim vzorcem
zmanj$uje. Najvecje znizanje hitrosti spros¢anja Na-DF po 400. minuti je pri nizkem profilu,
zaradi znizanja pH, ki je v proksimalnem delu kolona 4,8 in je blizu vrednosti pKa
diklofenaka 3,8 [20]. Obmocje kolona pri visokem in srednjem profilu ima priblizno enako
vrednost pH; 6,5, posledi¢no se je pri obeh profilih, ob koncu poskusa sprostila priblizno
enaka celokupna koli¢ina u¢inkovine. 600-minutno spro$éanje smo izvajali le v 1 paralelki,
saj smo rezultate do 400. minute (pri 600-minutnem spro$¢anju) primerjali s sproséanjem
pri ostalih paralelkah (pri 400-minutnem spros$¢anju) za vsak posamezen profil. VVrednosti
RSD pri vseh ¢asovnih tockah do 400. minute so primerljive ter ustrezne tudi z dodanim 600

minutnim poskusom. Slika 26 prikazuje rezultate daljSega ¢asa trajanja poskusov sproséanja.
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Slika 26: Rezultati 600-minutnega sproscanja tablet HL pri vseh simuliranih profilih. Spro§canje pri visokem profilu je
prikazano z modro crto, pri nizkem profilu z rdeco crto in pri srednjem profilu z zeleno crto.
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6 Sklep

Nas cilj laboratorijskega dela je bil, da in vitro uspesno simuliramo profile pH in se ¢im

blizje priblizamo in vivo pH vrednostim teko¢in vzdolz GIT. Hkrati smo Zeleli zagotoviti

ustreznost pufrske kapacitete skozi celotni profil. Tekom dela smo prisli do naslednjih

ugotovitev:

Na preto¢nem sistemu smo z uporabo razli¢nih MclIP, ki variirajo v vrednosti pH in
redcitvi (posledi¢no tudi v pufrski kapaciteti) uspesno simulirali tri razli¢ne profile
pH, ki so bili podobni in vivo individualnim profilom pH. Casi simulacij prehoda iz
7elodca v dvanajstnik in ¢as prehoda iz TC v kolon so bili podobni ¢asom pri in vivo
profilih.

Zagotovili smo ustrezne pufrske kapacitete glede na in vivo vrednosti in se tako Se
bolj priblizali fizioloskim pogojem.

Kadar v sistem dovajamo raztopino NazPOs, zaradi boljse ponovljivosti simulacije
dviga pH iz zelodca v dvanajstnik uporabimo znotraj dovodne cevke dodatno cevko.
Pri simulaciji padca pH iz TC v kolon smo namesto dovajanja 0,85 % H3PO4
uporabili MclIP in simulirali postopen padec pH. Hkrati smo zagotovili tudi
ustreznost pufrske kapacitete v kolonu, priblizno 15 mmol/I/ApH .

Sproscanje smo izvajali za dve vrsti tablet; H in HL, ki sta se razlikovali v koli¢ini
HPMC, tabletam HL je bila dodana laktoza monohidrat. Pri tabletah vrste HL smo
dosegli visje vrednosti sproS¢enega Na-DF kot pri H, ki vsebujejo vi§ji delez
ogrodnega polimera HPMC.

Pri procesih sproscanja so se pojavile razlike v % spros¢enega Na-DF med tremi
razli¢nimi profili pH.

Pri poskusih spros¢anja, kjer se tableta z Na-DF zadrzuje dlje casa v Zelodcu, se bo
Na-DF po prehodu v medij z vi$jo pH vrednostjo zacel sproscati kasneje kot po
prehodu v medij z vi§jo pH vrednostjo pri krajSem zadrzevanju v kislem mediju.
Najve¢ Na-DF se sprosti v obmoé&ju TC, saj so tukaj simulirane najvi§je vrednosti
pH.

Pri simulaciji prehoda iz TC v kolon pride do zniZanja hitrosti spro$¢anja zaradi
padca pH. Pri nizji vrednosti pH v kolonu se na krivulji, ki prikazuje % sproscene
ZU v odvisnosti od €asa, bolj izrazi upad hitrosti spros¢anja kot pri vi§ji simulirani

vrednosti pH kolona.
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Priloga 1: Preglednica s potrebnimi koli¢inami za pripravo neredé¢enih McIlP

Za pripravo 20 ml nered¢enih MclIP, so v preglednici predstavljeni volumni 0,2 M NazHPO4
in 0,1 M citronske kisline. Poleg koli¢in so navedeni tudi pH pripravljenih MclIP. [21]

pH 0,2 M NazHPO4[ml] 0,1 M citronska Kislina [ml]
2,2 0,40 19,60
2,4 1,24 18,76
2,6 2,18 17,82
2,8 3,17 16,83
3,0 4,11 15,89
3,2 4,94 15,06
34 5,70 14,30
3,6 6,44 13,56
3,8 7,10 12,90
4,0 7,71 12,29
4,2 8,28 11,72
4,4 8,82 11,18
4,6 9,35 10,65
4,8 9,86 10,14
5,0 10,30 9,70
5,2 10,72 9,28
54 11,15 8,85
5,6 11,60 8,40
58 12,09 791
6,0 12,63 7,37
6,2 13,22 6,78
6,4 13,85 6,15
6,6 14,55 5,45
6,8 15,45 4,55
7,0 16,47 3,53
7,2 17,39 2,61
7,4 18,17 1,83
7,6 18,73 1,27
7,8 19,15 0,85
8,0 19,45 0,55




Priloga 2: Pretoc¢ni sistem z interno oznako G2

Preto¢ni sistem z interno oznako G2, uporabljen pri simulaciji profilov pH in izvajanju

poskusov sproscanja.

Sestava preto¢nega sistema:

1 —delovna ¢asa, 2 — magnetno mesalo, 3 — merilni valj, 4 — ¢asa s ¢istim medijem, 5 — rotor,

6 — preto¢ni sistem, 7 — dovodna cevka, 8 — odvodna cevka, 9 — vodna kopel.



